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Die Familie der Papillomviren umfasst kleine DNA-Viren mit ikosaedrischer
Proteinhülle. Papillomviren sind unter Säugetieren und anderen Wirbeltieren weit
verbreitet. Der Wirtsbereich reicht von Amphibien über Vögel (z.B. Papageien) bis
hin zu verschiedensten Säugetieren. Innerhalb der Säugetiere wurden Papillomviren
sowohl bei Haus- und Nutztieren (u.a. Hund, Rind), als auch bei exotischeren
Wildtieren wie Wal und Giraffe gefunden (Sundberg 1987). Beim Menschen wurden
bislang 86 verschiedene Papillomvirus-Typen definiert, weitere 120 potentiell neue
Typen sind teilcharakterisiert (zur Hausen 2001).
Papillomviren sind nicht nur wirtsspezifisch sondern auch strikt epitheliotrop, d.h.
man findet sie in der Haut oder Schleimhäuten des respiratorischen und des
anogenitalen Bereichs. Der Durchseuchungsgrad der Bevölkerung mit Papillomviren
ist mit über 50 % sehr hoch. Infektionen sind jedoch häufig inapparent, können sich
aber auch in der Bildung von z.B. Warzen oder zervikalen intraepithelialen
Neoplasien (CIN: cervical intraepithelial neoplasia) äussern. Derartige Läsionen
können, wenn sie durch bestimmte Papillomvirus-Typen verursacht wurden, zur
Tumorbildung voranschreiten. Dies ist insbesondere beschrieben für die Humanen
Papillomviren (HPV) 16, HPV 18 sowie HPV 31, 45 und 56, von denen man
annimmt, dass sie ursächlich an der Entstehung eines aus CIN-Stadien
hervorgehendes Zervixkarzinoms beteiligt sind, welches einer der häufigsten
Krebstypen bei Frauen ist (Munoz und Bosch 1996). Während die Vorstufen dieser
Krebsart bei guter ärztlicher Versorgung frühzeitig erkannt und behandelt werden
können, stellt der Gebärmutterhalskrebs in Entwicklungsländern die bedeutendste
Todesursache durch einen Tumor bei Frauen dar.
Ein besonderes Augenmerk der Forschung ist daher auf die Aufklärung der
Mechanismen gerichtet, über die die tumorassoziierten Virustypen zur Transfor-
mation der Tumorzellen beitragen. Des weiteren werden zur Zeit Vakzinen zur
Prävention und Therapie der Infektion mit diesen Virustypen oder zur Therapie
bereits transformierter Zellen entwickelt (Gissmann et al. 2001).
1.1 Gruppierung der Papillomviren
Papillomviren können nach den durch sie verursachten Krankheitsbildern eingeteilt
werden (zur Hausen 1996).
Kutane Typen wie HPV 1 rufen Hautwarzen hervor, die durch eine Proliferation der
unteren, infizierten Schichten der Epidermis entstehen.
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HPV 6 und HPV 11 repräsentieren eine Gruppe von Papillomviren, die Schleimhäute
sowohl des Mund-Rachenraums als auch des anogenitalen Bereichs infizieren und
dort Proliferationen hervorrufen wie das juvenile Larynxpapillom und Genitalwarzen.
Es besteht nur ein geringes Risiko, dass sich diese gutartigen Proliferationen zu
Tumoren entwickeln.
Hochrisikotypen wie HPV 16, HPV 18 und HPV 31 infizieren ebenfalls den
anogenitalen Bereich, können dort aber im Zusammenspiel mit weiteren onkogenen
Faktoren gutartige Proliferationen zu Tumoren fortschreiten lassen.
Bei dieser Einteilung ist zu beachten, dass z.B. eine Infektion mit einem
Hochrisikotypen wie HPV 16 auch unbehandelt nicht zwangsläufig zu der
Entwicklung eines Zervixkarzinoms führen muss, aber das Risiko der
Krebsentstehung deutlich erhöht. Eine Infektion kann auch ohne weitere Folgen
abklingen oder aus einem gutartigen Stadium nicht weiter fortschreiten.
Einige HPV-Typen wie HPV 5 können bei erblicher Prädisposition die sogenannte
Epidermodysplasia verruciformis hervorrufen, bei der der ganze Körper mit Warzen
bedeckt ist, die unter Bestrahlung leicht zu Hautkrebs entarten.
1.2 Das Genom der Papillomviren
Papillomviren besitzen ein durchschnittlich 8000 bp großes, zirkuläres DNA-Genom,
das im Viruspartikel in einer Chromatin-ähnlichen Struktur vorliegt (Favre et al.
1977). Dieses weist eine 800-900 bp lange regulatorische Region (upstream
regulatory region: URR oder long control region: LCR oder non-coding region: NCR)
auf, in der auch der Replikationsursprung liegt. Nur ein DNA-Strang des Genoms ist
kodierend. Den kodierenden Bereich teilt man in die frühe und späte Region ein
(Chen et al. 1982). Die frühe Region wurde ursprünglich für BPV (Bovines
Papillomvirus) als der Bereich des Genoms definiert, der für die Transformation
benötigt wird. Die frühe (early) Region enthält die im Laufe der Infektion exprimierten
und benötigten Gene E1, E2, E4, E5, E6 und E7, die regulatorische Funktionen in
der viralen Transkription und Replikation haben. Einige der frühen Proteine spielen
bei den krebsassoziierten Viren eine Rolle in der Transformation der infizierten
Zellen. Die späte (late) Region kodiert für die Kapsidproteine L1 und L2, die erst in
der späten Phase einer produktiven Infektion exprimiert werden, um die replizierten
Genome zu neuen Viruspartikeln zu verpacken.
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1.3 Die Eigenschaften der frühen, nicht-strukturellen viralen Proteine
Im folgenden werden die viralen Proteine E1, E2, E4, E5, E6 und E7 kurz
charakterisiert.
E1: Das Protein E1 hat je nach Papillomvirus-Typ eine Größe von 68-85 kDa. Es ist
essentiell für die Replikation des viralen Genoms (Lusky und Botchan 1985). Eine
Form des Proteins, E1-M ist dabei von Bedeutung für die episomale
Aufrechterhaltung des Genoms bei Zellteilungen in den unteren Hautschichten,
während E1-R zur produktiven Replikation der Genome wichtig ist. E1 bindet an eine
palindromische Sequenz in der URR (Ustav et al. 1991), in Abwesenheit von E2
jedoch nur mit niedriger Affinität. Es besitzt ATP-abhängige Helikase-Aktivität und
interagiert mit der zellulären DNA-Polymerase α.
E2: Das als Homodimer aktive Protein E2 existiert in zwei Spleissvarianten. Die eine,
E2TA (Transaktivator), hat eine Größe von ca. 48 kDa, die andere, E2TR
(Transrepressor) ist ca. 31 kDa groß. Das Protein besteht aus drei Domänen: Die N-
terminale saure Domäne ist in transkriptionelle Aktivierung und Replikation involviert.
Die Zwischenregion ist im Vergleich unterschiedlicher Papillomvirus-Typen geringer
konserviert und von unterschiedlicher Länge. Die C-terminale Domäne besitzt eine β-
Abbildung 1: Das Genom von HPV 16. Die zirkulären Genome der Papillomviren sind
ähnlich organisiert wie das hier dargestellte Genom von HPV 16. Die Genome haben eine
Größe um 8 kb und können in eine frühe und eine späte Region unterteilt werden. Die
frühe Region kodiert die nicht-strukturellen Proteine, während die späte Region die
Kapsid-Proteine L1 und L2 kodiert. Zwischen später und früher Region befindet sich die











barrel-Struktur, die der Homodimerisierung dient und zudem zwei α-Helices die DNA
über eine palindromische Sequenz spezifisch binden. Das dabei erkannte
palindromische DNA-Motiv ist in mehreren Kopien in der URR zu finden. E2 ist das
einzige Papillomvirus-Protein, das das virale Genom spezifisch bindet. E2TA ist ein
Aktivator der viralen Transkription (Phelps und Howley 1987). Der Spleissvariante
E2TR, die ein transkriptioneller Repressor ist, fehlt der N-terminale aktivierende
Bereich (Bouvard et al. 1994). E2 ist essentiell für die Replikation des viralen
Genoms. Über die Bindung nahe dem Replikationsursprung ermöglicht es E1, an
dieser Stelle zu binden (Seo et al. 1993).
E4: Das E4-Gen liegt zwar in der frühen Gen-Region, ist aber nicht unter die frühen
Proteine einzuordnen. Seine Funktion ist noch nicht ausreichend geklärt. Es ist
lediglich bekannt, dass das Protein ausschließlich in der Schicht der
differenzierenden Zellen lokalisiert und mit dem Keratin-Cytoskelett assoziiert ist
(Doorbar et al. 1991). Es wird in Zusammenhang mit Virus-Reifung und -Freisetzung
gebracht.
E5: Das ca. 5 kDa große E5-Protein humaner Papillomviren hat nur schwach
transformierende Eigenschaften, während es das bedeutendste transformierende
Protein des bovinen Papillomvirus ist (Cohen et al. 1993). E5 ist ein hydrophobes,
vor allem im Golgi-Apparat, aber auch in der Plasmamembran lokalisiertes Protein.
BPV E5 bindet die Wachstumsfaktoren PDGF (Platelet Derived Growth Factor) und
EGF (epidermaler Wachstumsfaktor) und verstärkt ihre Wirkung auf die Proliferation
von Zellen (Cohen et al. 1993; DiMaio et al. 2000). HPV 16 E5 bindet zwar nicht die
Wachstumsfaktoren, wirkt aber stabilisierend auf die Menge des EGF-Rezeptors auf
der Zelloberfläche (Leechanachai et al. 1992). Über beide Wege kann man sich eine
Induktion des Zellwachstums erklären. Diese beiden E5-Proteine binden auch eine
mit dem Gap-Junction-Komplex assoziierte Protonen-Pumpe. Die Funktionalität
dieser Bindung ist noch nicht geklärt.
E6 und E7: Die E6- und E7-Gene sind in allen HPV-positiven Tumoren exprimiert.
Die von Hochrisiko-HPVs (d.h. tumor-assoziierten HPVs) kodierten E6- und E7-
Proteine sind kooperativ (Hawley-Nelson et al. 1989) aber auch einzeln in der Lage,
murine Zellen in vitro zu transformieren, die von Niedrigrisiko-Typen stammenden
Proteine haben diese Fähigkeit nur in deutlich geringerem Maß. Im Lebenszyklus der
Papillomviren dient diese proliferationsstimulierende Aktivität dazu, die genomische
Replikation zu unterstützen.
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E6: Das ca. 16 kDa (HPV 16) große Protein E6 besitzt zwei mögliche Zinkfinger-
Motive. E6 interagiert mit verschiedenen zellulären Faktoren, wobei die Interaktion
mit dem Tumorsuppressor p53 hervorzuheben ist. Die Bindung von E6 führt zur
Ubiquitin-abhängigen Degradation von p53, wodurch die durch dieses Protein
moderierten Kontrollmechanismen ausfallen (Scheffner et al. 1990; Scheffner et al.
1993). Dies führt dazu, dass Zellen mit DNA-Schäden nicht in ihrem Zellzyklus
gestoppt werden und apoptotisch absterben, sondern fortgesetzt proliferieren und sie
so weitere Mutationen akkumulieren können, die zur Krebsentstehung beitragen
können.
E7: HPV 16 E7 ist ein nukleäres ca. 10 kDa großes Zinkfinger-Phosphoprotein von
98 Aminosäureresten, das das grösste transformierende Potential unter den
Papillomvirus-Proteine aufweist. Das Protein assoziiert mit einer Reihe von zellulären
Faktoren, unter anderem dem Tumorsuppressorprotein pRB105 und den verwandten
Proteinen p107 und p130 (Dyson et al. 1989), sowie dem dimeren
Transkriptionsfaktor-Komplex AP-1 (Thierry et al. 1992). Durch die Bindung von E7
an pRB wird der Transkriptionsfaktor E2F freigesetzt. Dieser ist ein Transaktivator für
verschiedene Gene, die in der S-Phase des Zellzyklus benötigt werden und damit zur
Proliferation von Zellen beitragen. Die Affinität von HPV 6 E7/HPV 11 E7 zu pRB ist
wesentlich geringer als die von HPV 16/HPV 18 E7 zu diesem Protein.
Neben den hier beschriebenen Genen wurden in der frühen Region noch zwei
weitere potentielle offene Leseraster E3 und E8 identifiziert. Es ist aber unklar, ob
diese tatsächlich für Proteine kodieren.
1.4 Die Replikation der Papillomviren ist abhängig vom
Differenzierungsgrad der epithelialen Wirtszellen
Während die Papillomviren basale, proliferierende Epithelzellen infizieren und dort
die frühe Phase ihrer Replikation mitsamt der Expression der frühen Gene stattfindet,
erfolgt die Expression der Kapsidproteine und der Zusammenbau der Viren erst in
terminal differenzierten Keratinozyten der oberen Epithelschichten. Diese Hautzellen
sterben auch ohne Einfluss des Virus ab; dadurch kann die Freisetzung und
Verbreitung der Viren erklärt werden.
In infizierten Zellen liegt das virale Genom episomal in 50-400 Kopien vor. Diese
Anzahl wird auch nach der Zellteilung wieder hergestellt, so dass sich in einer
infizierten Region die Zahl der Zellen erhöht, die zur Replikation des Virus beitragen.
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In transformierten Zellen, d.h. in Tumoren findet man das virale Genom häufig in das
Wirtszellgenom integriert. Dadurch wird sehr oft die Region des viralen E2-Gens
unterbrochen, welches die Expressionsrate der transformierenden viralen
Genprodukte E6 und E7 reguliert. E6 und E7 sind in der Lage die Proliferation von
Zellen anzuregen. Ohne Regulation führt dies zu unkontrolliertem Zellwachstum (vgl.
Abschnitt 1.3). Darüber wird angenommen, dass durch die Integration auch
Tumorsuppressorgene beeinträchtigt werden könnten, ein weiterer Faktor, der zur
Tumorbildung beitragen kann (Rader et al. 1996).
1.5 Aufbau des Partikels
Papillomviren haben eine ikosaedrische Hülle mit einem Durchmesser von ca.
55 nm, in welche das zirkuläre ca. 8 kb große, doppelsträngige, durch Bindung von
Histonen kondensierte DNA-Genom verpackt ist. Das Kapsid ist aus den beiden
Kapsidproteinen L1 und L2 aufgebaut, wobei sich 360 Kopien des Haupt-
Kapsidprotein L1 allein in vitro zu Virus-ähnlichen Partikeln (VLPs: virus like
particles) zusammenlagern können (Zhou et al. 1992). Je fünf Kopien des L1-
Proteins bilden dabei ein sogenanntes Kapsomer, 72 Kapsomere können sich zum
ikosaedrischen Partikel zusammenlagern. Aufgrund der Symmetrie des Kapsids
findet man pro Partikel 60 hexavalente Kapsomere, die je sechs anderen
Kapsomeren benachbart sind, sowie 12 pentavalente, die von fünf anderen
Kapsomeren umgeben sind.
A B
Abbildung 2: Aufbau von Papillomvirus-Partikeln. A: Modellierung von
Papillomvirus-Partikeln nach elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Im Modell
rechts unten sind die L1-Pentamere sowohl in penta- als auch hexavalenter Position zu
erkennen. Quelle: Big Picture Book of Viruses (http://www.virology.net/Big_Virology/
BVHomepage.html). B: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Präparation von
BPV 1-Virionen. Die Abbildung wurde von Katja Parsche zur Verfügung gestellt.
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Es wird geschätzt, dass 1/30 des Kapsidprotein-Anteils des Virions aus dem Neben-
Kapsidprotein L2 besteht. Dies würde bedeuten, dass pro Partikel 12 Kopien des L2-
Proteins zu finden sind. Die genaue Lage von L2 im Partikel ist noch nicht geklärt. Da
es L2-spezifische neutralisierende Antikörper gegen Virus-Partikel gibt, ist davon
auszugehen, dass Teile des Proteins an der Partikeloberfläche zu finden sind. Es
wird angenommen, dass L2 mit den pentavalenten Kapsomeren assoziiert ist und
sich in der Mitte der aus fünf L1-Proteinen gebildeten rosetten-ähnlichen Struktur
befindet.
1.6 Analyse des viralen „Lebenszyklus“: 
Papillomviren sind nur schwer in vitro zu vermehren
Da Papillomviren in ihrer Replikation so eng an differenzierende Epithelien gebunden
sind, ist eine in vitro-Vermehrung der Viren schwer möglich. Die Tatsache, dass
Papillomviren in konventioneller Zellkultur nicht replizieren und zu vermehren sind,
erschwert es, den Lebenszyklus der Papillomviren zu untersuchen – einerseits
wegen der verfügbaren Virus-Mengen, andererseits, weil sich die Abläufe des
Replikationszyklus schlecht nachverfolgen lassen. Dies gilt insbesondere für die in
differenzierten Zellen ablaufende späte Phase der Virusreplikation.
Um Ausgangsmaterial für Experimente mit Virus-Partikeln zu erhalten, gibt es die
Möglichkeit, BPV-Virionen in größeren Mengen aus Rinderwarzen zu isolieren.
Für Fragestellungen, für die Partikel von Humanen Papillomviren benötigt werden,
können VLPs, d.h. leere Kapside durch Selbstzusammenbau von rekombinantem L1
nach Überexpression gewonnen werden (Zhou et al. 1992). Diese Partikel
unterscheiden sich insofern von Virionen, als nicht nur das Genom, sondern auch
das Kapsidprotein L2 fehlt. In einer Vielzahl von Studien wurde jedoch gezeigt, dass
VLPs ähnliche strukturelle Eigenschaften wie infektiöse Virionen aufweisen.
Zur Gewinnung von Pseudovirionen zu, die im Gegensatz zu VLPs DNA enthalten
und somit „infektiös“ sind, gibt es verschiedene Systeme. Erstmals wurden
Pseudovirionen nach Überexpression von HPV 16-Strukturproteinen mittels des
Semliki-Forest-Expressionssystems in Hamsterzellen hergestellt, die das BPV-
Genom stabil replizieren (Roden et al. 1996). Es gibt Ansätze, in heterologen
Systemen die die Kapsidproteine exprimieren und Plasmide in der Hefe verpacken.
Dies ist z.B. in Hefzellen möglich (Rossi et al. 2000). Ein anderer Weg ist, die
Kapsid-Proteine mittels Baculovirus-Expressionssystem gewinnen und dann im
zellfreien System die Pseudovirionen aus Proteinen und DNA zu assemblieren
(Kawana et al. 1998).
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Um die Phasen der Virus-Replikation in vitro verfolgen zu können, werden Ansätze
entwickelt, in organotypischen Modellen die Papillomvirus-Replikation
nachzuvollziehen (Meyers et al. 1992; Frattini et al. 1997).
Bislang bleiben jedoch einzelne Schritte des Replikationszyklus („Lebenszyklus“) der
Papillomviren - wie die Aufnahme in die Zelle, der Zerfall der Virushülle und der
Transport des Genoms in den Zellkern - ungeklärt.
1.7 Die strukturellen Proteine L1 und L2
1.7.1 Das Haupt-Kapsidprotein L1
Das etwa 57 kDa große, ca. 500 Aminosäurereste lange, Haupt-Kapsidprotein L1 ist
das am höchsten konservierte Protein der Papillomviren. Nach Expression ist L1 im
Zellkern zu finden. Wie bereits in den Anmerkungen zum Aufbau des Kapsids
beschrieben, kann sich das L1-Protein spontan zusammenlagern und aus 360
Kopien ein Virion bilden. Neben der Verpackung des Genoms ist L1 bei der Infektion
mit Papillomviren für die Bindung des Rezeptors/der Rezeptoren auf der Oberfläche
der Wirtszelle notwendig. Die Identität des Rezeptors ist noch nicht geklärt, in der
Diskussion befinden sich α6β4-Integrin, Heparansulfat und Fc-Rezeptoren (Evander
et al. 1997; Joyce et al. 1999; Sibbet et al. 2000; DaSilva et al. 2001). Da diese
Oberflächenmoleküle nicht auffallend zelltyp-spezifisch sind, kann so die hohe
Gewebespezifität der Papillomviren nicht erklärt werden. Es ist daher zu vermuten,
dass ein sekundärer zellspezifischer Rezeptor existiert oder dass die Spezifität der
Infektion nicht durch den Rezeptor eingeschränkt wird, sondern durch Vorgänge
nach Eindringen des Virus in die Zelle.
Die Expression von L1 wie auch L2 erfolgt erst in terminal differenzierten
Epithelzellen. L1 ist nicht nur durch seinen Promotor in seiner Expression reguliert,
auch Elemente der mRNA, wie z.B. die Codon-Zusammensetzung führen dazu, dass
das Expressionsniveau sehr eng kontrolliert ist (Kennedy et al. 1991).
1.7.2 Das Neben-Kapsidprotein L2
Da das Neben-Kapsidprotein L2 in der vorliegenden Arbeit von zentraler Bedeutung
ist, soll es im folgenden ausführlicher besprochen werden.
Das Neben-Kapsidprotein L2 ist ein durchschnittlich 455-475 Aminosäuren langes
Protein (HPV 11 L2: 455 Aminosäuren, HPV 16 L2: 473 Aminosäuren), dessen
apparentes Molekulargewicht in der Gelelektrophorese mit ca. 72 kDa (HPV 16)
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deutlich über dem für das Protein errechneten Molekulargewicht von 43-53 kDa liegt.
L2 ist unter verschiedenen Papillomvirustypen weit weniger konserviert als L1.
L2 weist das gleiche, vom Differenzierungsgrad der Wirtszellen abhängige
Expressionsmuster auf wie L1, auch sein Expressionsniveau ist sehr niedrig. Die
Kapsid-Proteine werden sowohl transkriptionell als auch post-transkriptionell
reguliert. Auf transkriptioneller Ebene wirken einerseits Transkriptionsfaktoren, die
erst in differenzierten Zellen vorhanden sind, andererseits die Verwendung von
Polyadenylierungssignalen, die dazu führen, dass Transkripte vor der späten Region
unterbrochen werden. Auf post-transkriptioneller Ebene wirken inhibitorische
Sequenzen der mRNA sowie die mRNA-Instabilität und eine dem Wirtsorganismus
nicht optimal angepasste Codon-Verwendung einer starken Expression der
strukturellen Proteine entgegen. Die regulierte Expression trägt möglicherweise mit
dazu bei, die Infektion vor dem Immunssystem des Wirts zu verbergen.
L2 ist in 12 Kopien pro Kapsid vorhanden, seine Funktionen darin bedürfen noch
weiterer Klärung (vgl. Aufbau des Partikels). Innerhalb der Zelle ist L2 im Kern zu
finden. Zu dieser Lokalisation tragen im Fall von HPV 6B L2 mehrere
Sequenzabschnitte (Aminosäuren 5-11, 286-306, 444-449) bei (Sun et al. 1995).
L2 ist in Kerndomänen lokalisiert und spielt eine Rolle beim Zusammenbau
der Virionen
Während für das Kapsidprotein L1 mehrere Funktionen definiert sind – Aufbau der
Viruspartikel, Rezeptor-abhängige Bindung der Wirtszellen und unspezifische DNA-
Bindung – ist die Rolle von L2 im viralen Lebenszyklus noch wenig geklärt. In den
letzten Jahren wurden allerdings einige Untersuchungen veröffentlicht, die mögliche
Funktionen von L2 beleuchten.
Es wurde gezeigt, dass L2 offensichtlich notwendig ist, um die Verpackung des
viralen Genoms in den Partikel zu gewährleisten (Zhao et al. 1998; Zhou et al. 1994).
Da L2 nur unspezifische DNA-Bindefähigkeit besitzt, wurde hier der Mechanismus,
über den die Verpackung abläuft, nicht erklärt. Eine Hypothese dazu stellten Day et
al. auf, nachdem sie beobachtet hatten, dass mit Hilfe des Semliki-Forest-Virus
überexprimiertes BPV 1 L2 in punktuellen Kerndomänen lokalisiert, die über
Kofärbung mit einem gegen das Markerprotein PML gerichteten Antikörper als
sogenannte PODs (PML oncogenic domains) identifiziert wurden (dazu s.
Abschnitt 1.8.). Darüber hinaus findet man auch das Haupt-Kapsidprotein L1 in
diesen subnukleären Domänen, wenn es mit L2 koexprimiert wird, während es ohne
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L2 eine diffuse Kernfärbung aufweist. Ebenso kolokalisiert E2, das Sequenzmotive
des Virusgenoms spezifisch binden kann, nach Koexpression mit L2 in den PODs.
Daraus leiten Day et al. ein Modell zum Zusammenbau der Viren ab: Unter Einfluss
von L2 konzentrieren sich die benötigten Komponenten, d.h. die beiden
Kapsidproteine und das an E2 gebundene Genom, in den Kerndomänen und bilden
dort die Partikel, wobei E2 anschließend wieder entlassen wird und weitere Genome
an den Ort der Partikelbildung bringen kann. Bei diesem Modell bleibt zunächst
unbeachtet, welche Rolle zelluläre Faktoren spielen, die z.B. dazu beitragen, die
viralen Proteine in die PODs zu rekrutieren.
Dass die PODs oder unmittelbar benachbarte Bereiche für die Papillomvirus-Genom-
Replikation von Bedeutung sind, wurde für HPV 11 gezeigt (Swindle et al. 1999).
HPV 11 E2 lokalisiert jedoch ohne Anwesenheit weiterer viraler Proteine in den
meisten Zellen in einem Punktmuster und wirkt daran mit, dass E1 auch dort zu
finden ist. Bezüglich E2 könnte demnach ein Unterschied zwischen BPV 1 und
HPV 11 bestehen. Dieser widerspricht jedoch nicht der Rolle der Kerndomänen in
der Papillomvirusreplikation, auch wenn in der Studie von Swindle et al. die
Replikation von HPV 11-Genomen lediglich in POD benachbarten Bereichen
beobachtet wurde. Eine partielle Überlappung mit der PML-Färbung liegt zwar vor,
aber keine Identität der beiden Bereiche.
L2 interagiert mit den viralen Proteinen E2 und L1
Die Interaktion von L2 sowohl mit E2-TA als auch E2-TR scheint die regulatorische
Funktion des E2-Proteins zu beeinflussen (Heino et al. 2000): Durch L2 wird die E2-
TA-abhängige transkriptionelle Aktivierung inhibiert, nicht jedoch seine Rolle in der
Replikation des viralen Genoms. Dies erscheint in der späten Phase des
Replikationszyklus, in der L2 exprimiert wird, plausibel, da dann die Strukturproteine
und virale Genome benötigt werden.
Eine Interaktion von BPV 1 L2 mit BPV 1 L1 erfolgt nach Okun et al. (Okun et al.
2001) über die Aminosäurereste 129-246 und 384-460. Die Interaktion scheint
Papillomvirus-Typ-spezifisch zu sein, da BPV 1 L1 und HPV 16 L2 ebensowenig
miteinander Partikel bilden wie BPV 1 L1 mit chimärem L2, das aus BPV 1 L2 und
HPV 16 L2 zusammengesetzt ist, wobei die für die Interaktion mit L1 kritischen
Aminosäurereste der HPV 16 L2-Sequenz entstammen. L2 bindet nur L1-
Kapsomere, nicht aber komplette Partikel, was ebenso für die Tatsache spricht, dass
L2 schon im Prozess der Partikelbildung und nicht erst nach dessen Abschluss
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benötigt wird, wie die bei Mutation/Deletion der für die L1-Bindung relevanten
Aminosäuren beeinträchtigte Genom-Verpackung.
L2 trägt zur Zelltyp-spezifischen Bindung und zur Infektiösität von
Papillomviren bei
Während sich die oben beschriebenen Untersuchungen mehr auf die Rolle von L2
bei der Bildung der Viruspartikel beziehen, betrachten die Ansätze von Kawana et al.
mögliche Funktionen bei der Infektion der Zelle: Ausgangspunkt ist hier die
Identifikation eines neutralisierenden Epitops, das die Aminosäurereste 108-120
umfasst und HPV 16 L2 und HPV 6 L2 gemeinsam ist. Die Tatsache, dass es sich
hier um ein neutralisierendes Epitop handelt, weist darauf hin, dass diese L2-Region
sich an der Partikel-Oberfläche befindet. Schon in einer frühen Studie ist in dem
Bereich der Aminosäurereste 61-123 von BPV 1 L2 ein neutralisierendes Epitop
lokalisiert worden (Liu et al. 1997). Kawana et al. konnten weiterhin zeigen (Kawana
et al. 2001), dass das Peptid L2108-120 eine Infektion von kultivierten Zellen mit
Pseudovirionen inhibieren kann. Mit diesem Peptid fusioniertes GFP kann an die
Zelloberfläche binden, sofern nicht mittels Trypsin zuvor Proteine entfernt werden. Im
Vergleich verschiedener Zelltypen stellte sich heraus, dass eine stärkere Bindung
bevorzugt an Zellen epithelialen Ursprungs erfolgt. Die Infektionsstudie belegt damit,
dass L2 beim Eindringen des Virus in die Wirtszellen eine Rolle spielt. Die Präferenz
des L2-Peptids für Epithel-Zellen weist darauf hin, dass L2 zum Tropismus der
Papillomviren beitragen kann. Ein potentieller von L2 gebundener Korezeptor ist
noch nicht identifiziert, könnte aber anders als die bisher gefundenen potentiellen L1-
Rezeptoren, die ubiquitär vorhanden sind, den Tropismus der Papillomviren für
Epithelien erklären.
Auch von Roden et al. (Roden et al. 2001) wird bestätigt, dass L2 von Bedeutung für
die Infektiösität von Papillomvirus-Partikeln ist. Es können 8 N-terminale
(Aminosäure 2-9) und 9 C-terminale Aminosäuren (461-469) von BPV 1 L2
eingegrenzt werden, die hierbei eine Rolle spielen Bei den C-terminalen Resten
scheint die positive Ladung auszureichen, da die Abfolge der vorhandenen
Aminosäuren keine Rolle spielt, während N-terminal auch die Sequenz wichtig ist.
Die beiden Sequenzabschnitte beeinflussen weder die Verpackung des Genoms,
noch die Bindung der Partikel an die Zelloberfläche, die Infektiösität wird durch ihr
Fehlen jedoch herabgesetzt. Möglicherweise ist L2 notwendig, um nach L1-Bindung
an einen primären Rezeptor einen sekundären Korezeptor zu binden, der das
Eindringen des Virus in die Zelle ermöglicht.
Einleitung 12
Es ist anzumerken, dass die genannten Untersuchungen sich in erster Linie auf
Funktionen des viralen L2-Proteins beziehen, während ungeklärt bleibt, welche
Proteine der Wirtszelle nötig sind, damit L2 seine Funktionen erfüllen kann.
Expression von L2
Wie bei der Beschreibung von L1 bereits erwähnt, ist die rekombinante Expression
beider Papillomvirus-Kapsidproteine nur eingeschränkt möglich und beispielsweise in
Säugerzellen nur mit Hilfe viraler Systeme (Vaccinia-Expressionssystem, Semliki-
Forest-Virus-System) durchführbar. Dies beeinträchtigt die Analyse dieser beiden
Proteine.
Das in dieser Arbeit verwendete HPV 16 L2-Gen besteht aus einem über PCR  neu
geschaffenen Codon-optimierten Gen (Leder et al. 2001). Die Häufigkeit der
Verwendung redundanter Codons für gleiche Aminosäuren unterscheidet sich in
verschiedenen Spezies. Dies geht auch damit einher, dass die entsprechenden
tRNAs für die Translation in unterschiedlichen Organismen verschieden häufig
vorhanden sind. Daher ist die Expressionseffizienz von Proteinen, die im heterologen
System exprimiert werden, häufig heruntergesetzt, da nicht genügend tRNAs
bestimmter Spezies vorhanden sind, um eine rasche Translation der mRNA in das
Protein zu gewährleisten.
Die Papillomvirus-Kapsidproteine sind von ihrer Codon-Zusammensetzung scheinbar
schlecht an ihren Wirtsorganismus angepasst. Dies mag überraschen, lässt sich aber
als zusätzlicher Regulationsmechanismus deuten, der dazu führt, dass die späten
Proteine nicht im Übermaß exprimiert und die Partikel frühzeitig gebildet werden. Um









Epitop  (BPV 1)
Abbildung 3: Funktionelle Regionen auf dem L2-Protein. (s.Text)  Da die Zuordnung von
Funktionen für verschiedene L2-Proteine erfolgte, wurde eine ungefähre Proteinlänge von
470 Aminosäuren zugrundegelegt, die markierten Regionen entsprechen relativen
Positionen. Grün: für BPV 1 L2 gefundene Regionen, blau: HPV 16 L2, rot: HPV 6B- L2.
Darüber hinaus wird dem N-Terminus die Fähigkeit zur E2-Bindung und zur DNA-Bindung
zugewiesen, jedoch sind die entsprechenden Aminosäuren nicht definiert.
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eine bessere Expression in kultivierten Säugerzellen zu erreichen, wurde das
HPV 16 L2-Gen humanisiert, d.h. die vorhandenen Codons wurden durch solche
ersetzt, die in menschlichen Genen sehr häufig verwendet werden. Damit weicht das
resultierende Gen sehr stark vom Ursprungsgen ab (88,5%), das kodierte L2-Protein
ist aber unverändert. Von diesem Gen lässt sich unter der Kontrolle des konstitutiven
IE-HCMV-Promotors das Protein in Säuger-Zellen auch ohne viralen Vektor sehr
effizient exprimieren. Obwohl für menschliche Codons optimiert, ist die Expression
auch in anderen Spezies - wie Insektenzellen - besser als die des ursprünglichen
Konstrukts.
1.8 Kerndomänen und ihre Wechselwirkung mit viraler Replikation
1.8.1 PODs (PML oncogenic domains) oder ND10 (nuclear domain 10)
Wie in Day et al. diskutiert, lokalisiert BPV 1 L2 in PODs (PML oncogenic domains)
oder auch ND 10 (nuclear domain 10) genannten Domänen des Zellkerns.
PODs sind subzelluläre Domänen von ca. 0,2-1,0 µm Durchmesser, die durch die
Anwesenheit des Proteins PML definiert sind (Maul et al. 2000). Pro Zellkern findet
man etwa 10-30 dieser Domänen, wobei es jedoch bei der Anzahl ebenso wie
bezüglich des Durchmessers Unterschiede zwischen Zelltypen gibt. In einigen
Zelltypen wie Keimzellen und Zellen der Lymphknoten und der Peyerschen Plaques
sind gar keine PODs nachzuweisen (Negorev und Maul, 2001). Unter dem Einfluss
verschiedener Stressoren und Interferon vergrößern und stabilisieren sich die
subnukleären Domänen.
Diese Struktur mit den in ihr vorliegenden Proteinen wie PML (promyolotic leukemia
protein), Sp100 (speckled protein, 100 kDa), Daxx und weiteren Faktoren (Sternsdorf
et al. 1997a) bietet sich somit als ein möglicher Ort der Interaktion von L2 mit
zellulären Proteinen an. PML ist als Organisator und definierender Bestandteil der
Domäne anzusehen: Fehlt dieses Protein, sind auch andere Komponenten nicht in
der Lage in der Kerndomäne zu lokalisieren. Es gibt 7 Gruppen von PML-
Spleissvarianten (Jensen et al. 2001). Nicht alle der Isoformen sind in PODs
lokalisiert. Die am intensivsten untersuchten Varianten sind PML III und PML IV, auf
die sich die Bezeichnung „PML „meist bezieht.
Ursprünglich 1960 mit Hilfe der Elektronenmikroskopie entdeckt (de Thé et al. 1960),
als „dichtere, granuläre Körperchen und blasse runde Strukturen“ beschrieben,
wurden die PODs 1992 „wiederentdeckt“, wozu Antikörper gegen mittlerweile
definierte Komponenten beigetragen haben.
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Im Zusammenhang mit PODs ist eine postranslationale Modifikation, die sogenannte
SUMOylierung von entscheidender Bedeutung. SUMO-1 (small ubiquitin-like
modifier) ist ein Protein von 101 Aminosäuren, das an Lysin-Reste von Zielproteinen
angehängt werden kann (Boddy et al. 1996). Neben mehreren gezeigten Folgen
dieser Modifikation ist die hervorzuheben, welche die Lokalisation von Proteinen
reguliert. So wird SUMOyliertes PML-Protein in die PODs lokalisiert (Zhong et al.
2000), und auch andere Proteine dieser subnukleären Domäne werden durch diese
Modifikation beeinflusst (Ishov et al. 1999).
Die Funktionen der PODs sind noch nicht umfassend geklärt, es gibt einerseits
Hinweise auf eine Rolle in der Transkriptionsregulation, andererseits auf eine Rolle in
der Reaktion der Zelle auf eine virale Infektion.
1.8.2 Wechselwirkung der PODs mit Viren
Zahlreiche Untersuchungen belegen einen Zusammenhang zwischen viralen
Infektionen und PODs, bzw. ihrem Markerprotein PML.
Die Genome verschiedener in die Zellen gelangender Viren sind sehr häufig in PODs
zu finden. Die Replikation der Genome von DNA-Viren findet häufig in Foci statt, die
PODs unmittelbar benachbart sind (Everett 2001).
Während für L2 lediglich berichtet ist, dass es in PODs lokalisiert, aber ein direkter
Einfluss auf die Domäne nicht zu beobachten ist, wurde für frühe und sehr frühe
Proteine anderer Viren wie Herpes Simplex (HSV-1), Humanes Cytomegalovirus
(Korioth et al. 1996), Epstein-Barr-Virus und Adenoviren (Doucas et al. 1996)
gezeigt, dass sie zu einer Auflösung oder Umstrukturierung der PODs führen. So
führt das HSV-1-Protein ICP-0, ein E3-ähnliches Protein (Ubiquitin-Kaskade),
sumoyliertes PML durch Ubiquitinierung dem proteosomalen Abbau zu (Everett et al.
1998; Everett et al. 1997).
Die Mechanismen, über die andere Herpesviren und Adenoviren auf die PODs
einwirken, sind noch nicht geklärt, es wird aber die Lokalisation viraler Proteine in
den Kerndomänen und die folgende Delokalisation von Komponenten beobachtet.
Für RNA-Viren wie Influenza und Humanem Foamy-Virus, einem Retrovirus, wurde
gezeigt, dass Überexpression von PML III die Virus-Replikation verhindert oder
Resistenz gegen die Infektion hervorruft.
Welche genauen funktionellen Zusammenhänge zwischen den PODs und den
viralen Proteinen bestehen ist ungeklärt, jedoch wurde die Hypothese geäussert,
dass PODs eine Funktion in der Abwehr gegen Virus-Infektionen haben – worauf
auch die Reaktion auf Interferon-Exposition hinweist – und frühe virale Proteine diese
Funktion durch Zerstörung der PODs beeinträchtigen (Regad et al. 2001).
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1.8.3 Funktion von PML in Transkription und Apoptose
PML kann DNA nicht direkt binden, interagiert aber mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren wie CBP/p300, AP-1 und p53, die zumindest temporär in
PODs anzutreffen sind (Lin et al. 2001). PML interagiert sumoylierungsabhängig mit
p53, das in Gegenwart von PML ein promotorspezifisch erhöhtes Transaktivierungs-
Potential besitzt (Guo et al. 2000; Gottifredi und Prives 2001).
Darüber hinaus ist PML auch in p53-unabhängige Apoptose involviert, die durch γ-
Strahlung und folgende Fas-Aktivierung ausgelöst wird (Fagioli et al. 1998; Wang et
al. 1998 ). PML-/--Mäuse entwickeln mit hoher Wahrscheinlichkeit Tumore, daher wird
PML auch als ein Tumorsuppressor angesehen.
Wenn auch einige Funktionen von POD-Komponenten bekannt sind bzw. schon
funktionell charakterisierte Proteine in diesen Domänen gefunden wurden, ist die
Rolle der PODs noch nicht endgültig definiert. Eine Möglichkeit wäre, dass
Abbildung 4: Zusammensetzung von PODs. Zahlreiche Proteine wurden als Bestandteile
von PODs identifiziert - einige mit unbekannter Funktion, aber auch bekannte Proteine wie
p53 und pRB. Diese Komponenten legen nahe, dass PODs u.a. eine Rolle in



















zahlreiche, mit den Komponenten assoziierte Funktionen in diesen Domänen
ausgeführt werden. Damit würde den PODs eine wichtige direkte Rolle in zellulären
Funktionen wie Zell-Zyklus-Kontrolle, Transkription und Apoptose zugewiesen
werden. Alternativ werden PODs auch als Depots für die zahlreichen Proteine
angesehen, die bei Bedarf daraus freigesetzt werden und an die Orte im
Nukleoplasma gelangen, an denen sie benötigt werden (Maul et al. 2000).
1.8.4 Weitere Kerndomänen
Neben den PODs sind auch weitere Substrukturen des Zellkerns beschrieben
(Spector 2001), die wegen des Fehlens einer sie umgebenden Membran nicht als
Kompartimente, sondern als Domänen bezeichnet werden sollten. Lange bekannt
sind die schon ohne spezifische Färbung zu erkennenden Nukleoli sowie
Chromosomenterritorien. Daneben gibt es aber auch Cajal Bodies (Coiled Bodies,
CB), OPT (Oct1-PTF-Transkription)-Domänen, perinukleoläre Domänen (PNC),
Gems, die häufig mit Cajal Bodies gepaart auftreten, und weitere. Cajal-Bodies findet
man den PODs häufig benachbart. Die 1-5 CBs von 0,1-1,0 µm Durchmesser weisen
eine hohe Mobilität innerhalb des Zellkerns auf und beinhalten basale
Transkriptionsfaktoren, Spleiss-Faktoren und Polyadenylierungsfaktoren (Lamond
und Earnshaw 1998; Matera 1999). Die genaue Rolle der CBs in der Transkription ist
noch nicht geklärt.
Für die meisten dieser Domänen gibt es noch offene Fragen zu ihrer genauen
Funktion und auch die einzelnen Bestandteile über die definierende Komponente
hinaus noch nicht bekannt.
Beobachtungen der Proteinbewegung innerhalb des Zellkerns zeigen , dass diese
Strukturen zwar dynamisch bezüglich Protein-Influx und –Efflux, aber in der Summe
doch stabil sind (Snaar et al. 2000; Dundr und Misteli, 2001; Misteli 2001).
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1.9 Zielsetzung
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zelluläre Interaktionspartner von
HPV 11 L2 und HPV 16 L2 identifiziert werden, um Einsicht in Wechselwirkungen
des Virus mit der Zelle sowie speziell in Funktionen des L2-Proteins zu erlangen.
Durch den Vergleich möglicher Interaktionspartner der L2-Proteine verschiedener
Papillomvirus-Typen (HPV 1, HPV 11, HPV 16) sollten Gemeinsamkeiten, aber auch
Unterschiede bezüglich der Wechselwirkung des viralen Proteins mit der Zelle
gefunden werden.
Um sich dieser Problemstellung anzunähern, wurde zunächst zur Identifikation von
Interaktionspartnern ein Yeast Two Hybrid Screening mit HPV 11 L2 durchgeführt
und anschließend mit den Ergebnissen eines Screenings mit HPV 16 L2 verglichen.
Ausgewählte, mit L2 interagierende Proteine wurden dann weitergehend analysiert  –
in Bezug auf ihre Funktion für die Zelle und für den viralen Replikationszyklus.
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AUP ancient ubiquitous protein






CB Cajal Body oder Coiled Body
cDNA (zur mRNA )komplementäre DNA











ECL enhanced chemiluminescence verstärkte Chemilumineszenz
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ELISA enzyme linked immunosorbant assay
FCS fötales Kälberserum
FITC Fluoreszeinisothiocyanat
FPLC fast protein liquid chromatography
GAMPO Ziege-anti-Maus-Peroxidase-Zweitantikörper
GARPO Ziege-anti-Kaninchen-Peroxidase-Zweitantikörper
GFP green fluorescent protein Grün fluoreszierendes Protein
GST Glutathion-S-Transferase














-L-T-Medium SD-Minimalmedium ohne Leucin und Tryptophan (Hefe)
MALDI mass-assisted laser desorption ionization
MM-1 c-myc-modulierendes Protein
MOI multiplicity of infection
mRNA Boten-RNA









PBS phosphate buffered saline Phosphat-gepufferte Salzlösung
PBST PBS mit 0,05 % Tween 20
PCR polymerase chain reaction Polymerase-Ketten-Reaktion
PEG Polyethylenglycol
PFA Paraformaldehyd
PLINP Papillomvirus L2 interagierendes nukleäres Protein
PML promyelotic leukemia protein
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PMSP papillomavirus minor structural protein interacting protein
POD PML oncogenic domain
PV Papillomvirus
RNA Ribonukleinsäure
rpm Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur
S. cerevisea Saccharomyces cerevisea Bierhefe
SD-Medium synthetic dropout medium
SDS sodium dodecylsulfate Natriumdodecylsulfat





TIN-Ag-RP Tubulointerstitielle Nephritis-Antigen ähnliches Protein
Tip60 tat-interagierendes Protein




u unit Einheit der Enzymaktivität
URR upstream regulatory region
UV ultraviolett
VE-Wasser voll entmineralisiertes Wasser
v/v Volumenprozent
w/v Gewichtsprozent bezogen auf das Volumen
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactosid
YPD yeast-peptone-dextrose Hefe-Pepton-Dextrose-Medium
Der Einbuchstaben- und der Dreibuchstabencode der Aminosäuren
A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp Asparaginsäure P Pro Prolin
E Glu Glutaminsäure Q Gln Glutamin
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin
G Gly Glycin S Ser Serin
H His Histidin T Thr Threonin
I Ile Isoleucin V Val Valin
K Lys Lysin W Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
Nukleotide
A Adenosin-triphosphat G Guanidin-triphosphat
C Cytosin-triphosphat T Thymidin-triphosphat
U Uridin-triphosphat









UF3 (Zolotukhin et al. 1996)
Luciferase-Plasmide (Promotoren: p53cs, p53cs-mut, bax, mdm2, p21) (H. Will)
p53-Expressionsplasmid (von A. Aguilar)
2.2.2 Bakterienstämme
E. coli DH5α : Genotyp: supE44 ∆lacU169 (φ80 lacZ∆M15) hsdR17 (rK- mK+)
 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 deoR
E. coli BL21(DE3): Genotyp: F- ompT hsdSB (rB
- mB
-) gal [dcm] [Ion] mit DE3 (λ
Prophage, der T7 RNA-Polymerasegen trägt)
E. coli HB101: Genotyp mcrB mrr hsdS20 recA13 supE44 ara14 galK2 lacY1
proA2 rpsL20(Smr)xyl5 leu mtl1
E. coli JM110: Genotyp: supE thi ∆(lac-proAB) F´[traD36 proAB+ lacIq 
lacZ∆M15]
2.2.3 Zelllinien (ATCC-Nummer)
911 Adenovirus5-transformierte humane embryonale Retinoblasten
(Fallaux et al. 1996)
HeLa (CCL-2) menschliche Adenocarcinomzellen (Zervix) mit integrierter
HPV18 DNA
MCF7 (HTB-22) menschliche Adenocarcinom-Zellen (Brust), p53-Wiltyp-
Expression
H1299 (CRL-5803) menschliche Zellen der Lunge (Carcinom), p53 negativ
(homozygote partielle Deletion)
CV1 (CCL-70) Herkunft: Nierenzellen der afrikanischen Grünen Meerkatze
(Cercopithecus aethiops)
Cos-7 (CRL-1651) SV40-transformierte CV1-Zellen
293T Adenovirus5-transformierte humane embryonale Nierenzellen,
zusätzliche stabile expression des SV40 T-Antigens
HeLa-PML++ HeLa Zellen mit stabilem tet-off induzierbarer PML
Expressionskassette (Sternsdorf et al. 1997)
444 Hybrid aus HeLa-Zellen und humanen Lungen-Fibroblasten,
nicht tumorigen
CGL3 Hybrid aus HeLa-Zellen und humanen Lungen-Fibroblasten,
tumorigen
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2.2.4 Hefestamm
PJ 696: Genotyp: trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 hus3-200 cgal4 cgal80 CYH2R
CAN1R GAL2-ADE2 LYS2::UASGAL1-his3 met2::UASGAL7-
lacZ) (James et al. 1996)
2.2.5 Antikörper
Erstantikörper
DO-1: monoklonaler Maus-α-p53-Antikörper (Santa Cruz)
B-2: monoklonaler Maus-α-GFP-Antikörper (Santa Cruz)
5E10: monoklonaler Maus-α-PML-Antikörper (Stuurman et al. 1992)
PG-M3: monoklonaler Maus-α-PML-Antikörper (Santa Cruz)
Serum #20: polyklonales Kaninchen-α-HPV16-L2-Antiserum
Serum DK 43812: polyklonales Kaninchen-α-HPV11-L2-Antiserum












Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs und Fermentas
bezogen und nach Herstellerangaben mit den dazugehörigen Puffern verwendet.
Weitere Enzyme (T4-Ligase; Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, T4-Polymerase,
Reverse Transkriptase) wurden bezogen von Gibco, Fermentas, Promega und
Roche und nach Herstellerangaben mit den zugehörigen Puffern verwendet.
2.2.7 Chemikalien
Chemikalien wurden, wenn nicht ausdrücklich erwähnt, in p.A. Qualität von den
Firmen Sigma Aldrich (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt),
AppliChem (Darmstadt) Fluka (Neu-Ulm), Serva (Heidelberg) Gibco BRL
(Eggenstein),Riedel-de Haen (Seelze, Holland) bezogen.
2.2.8 Primer
Amplifikation von HPV11 L2
vorwärts:
TTT TCT AGA CCA TGG GCC CTA GGG CAC GCA GAC GTA AAC GTG GCT CA
rückwärts:TTT GAA TTC CTG TGC TGT CGC TAG GCC GCC GCC ACA
Amplifikation von HPV1 L2
vorwärts: TTT GAA GCT TCC ATG GCC ACC ATG TAT CGC CTA CGT AGA AAA C
rückwärts: TTT GGA TCC TTA TAC ATA AGC TCT TTT ACG ACG CTT
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Amplifikation von HPV16 L2:
vorwärts:
TTT TCC ATG GGA CAC AAA CGT TCT GCA AAA CGC ACA AAA CGT GCA TC
rückwärts: TTT TCC CGG GGG CAG CCA AAG AGA CAT CTG AAA AAA AAT
Primer zum Austausch der Aminosäuren 225-245 in HPV11 L2
16?11F1: CCA ACA TGT AGA AGA CAT TCC ACT AGA CAC
16?11F2: AGT CGC ACA ACA CAA CAG GTT AAA GTT GTA GAC CCT GCT TTT GTA
ACC ACT CCA CAG CGA TTG GTA ACT TAT GAC AAC CCT GTC
16?11R1: AGC AGG GTC TAC AAC TTT AAC CTG TTG TGT TGT GCG ACT ATA TAA
TCC TAG CCG AGG CCG AGG AAA AGC ACG AGG AAG AGG AGT ACT GGA
16?11R2: GCG TGT GTA CAT GGA CCC CCG TTG CCC AAT GC
Primer zum Austausch der Aminosäuren 225-245 in HPV16 L2
11?16F1: GAT CCT GTG GGC TCT GAT CCT TCT ATA G
11?16R1: CGC GGG GTC CGT AAC CTG TAC CTG CTG TAA GGC ACG ACT ATA CAA
ACC CAC GCG TGC CAC TGG GCG AGA CCC TGG TAT GGG TGT GC
11?16F2: CGT GCC TTA CAG CAG GTA CAG GTT ACG GAC CCC GCG TTT TTG TCC
ACG CCC ACT AAA CTT ATT ACA TAT GAT AAT CCT GC
16?11R2: GAT GTA GAG GGT ACA GAT GGT ACC GGG GTT G
Primer zur Mutation der potentiellen NLS in #16 (PLINP)
16mut1: GTG GAC CCA AGG AGT GCC
16mut2: TTT TTC CTC CGC GAG GGC CGC GGC CTC CGC CGC CTC TAG GTC CTG
GAG CAG C
16mut3: GCC CTC GCG GAG GAA AAA CAG GCA GCG GCG GCG GAG GCG CGA GCT
GCT GCA
16mut4: CAA AGC CTC AGG AGC TGG
Primer zum Anfügen einer NES an #16 (PLINP)
pNES: TTT TCT CGA GTC AGC CGC CCA GGG TCA GCC GCT CCA GGG GGG GCA
GCT GCA G
pNES-Überlapp:
CTC CAG GGG GGG CAG CTG CAG GGA GCT GGG TGC CCC AGA GGC T
Primer zur RT-PCR
Amplifikation des innenliegenden Fragments
vorwärts: CCG CAG GCC GGG ACC CCG  GT
rückwärts: CTG GGT GCC CCA GAG GCT GCT
Amplifikation der kompletten #16(PLINP)-cDNA
vorwärts: TTT TGA ATT CTG ATG GCG GCG TCC GTG CGA AAG
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2.2.10 Säulenmaterial für Chromatographie
Glutathion-Sepharose (Amersham Pharmacia)







Für Festmedium: 15 g Agar hinzufügen






0,5 g Natriumcitrat ad 200 ml H2O
Minimal-Nährböden
15 g Agar in 0,8 l H2O autoklaviert
der abkühlenden Lösung hinzufügen:
200 ml 5x A-Salze
1 ml 20 g/100 ml MgSO4•7H2O
0,5 ml 1 % Vitamin B1
10 ml 20 % Glucose
zusätzlich  bei Verwendung des Bakterienstamms HB101: 4 ml 10 mg/ml Prolin
Nach Zugabe des entsprechenden Antibiotikums werden Platten gegossen und bei
4 °C gelagert.
2.2.11.1.3 Zusätze
Zusätze wie Antibiotika können nicht autoklaviert werden, daher werden sie erst nach
dem Abkühlen des Mediums auf 50 °C oder bei Flüssigmedien unmittelbar vor
Gebrauch hinzugefügt.






(20 g/l Agar für Kulturplatten)
ad 950 ml Wasser
pH-Wert auf 5,8 einstellen
Nach dem Autoklavieren werden 50 ml einer sterilen 40 % Glucose-Lösung zugefügt.
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2.2.11.2.2 SD-Medium
SD-Medium ist ein Minimalmedium für Hefen. Es enthält eine Stickstoffquelle ohne
Aminosäuren, sowie die spezifische Dropout-Lösung zur Supplementierung der
notwendigen Aminosäuren und Glucose. Um feste Kulturplatten herzustellen, wird
optional Agar hinzugefügt
6,7 g/l Hefe nitrogen base (Stickstoffquelle - Difco)
20 g/l Agar
ad 850 ml Wasser
+ 100 ml “Drop-out”-Lösung
Der pH-Wert wird auf 5,8 eingestellt. Nach dem Autoklavieren werden 50 ml einer















Die “Drop-out”-Lösung wird autoklaviert und kann bis zu einem Jahr verwendet
werden, wenn sie bei 4 °C gelagert wird. Die Lösung enthält alle bis auf eine oder
mehrere dieser Aminosäuren und wird zur Herstellung von Hefe-Minimalmedien dem
SD-Medium hinzugefügt.
2.2.11.3 Säugerzellen
DMEM mit 10 %FCS (hitzeinaktiviert), 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin
Trypsin-EDTA
DMEM-Medium wurde von Sigma, Glutamin, Penicillin und Trypsin-EDTA von Gibco
BRL und Trypanblau von Fluka bezogen
2x Kryokonservierungslösung : 40 % komplettes Kulturmedium
40 % FCS
20 % DMSO
Zusätze (Endkonzentration): 1 µg/ml Doxycyclin
200 U/ml und 1000U/ml Interferon α
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2.2.11.4 Insektenzellen
TNM-FH (Sigma), Excell (JRH Bioscience)
2.2.12 Elektrophorese
2.2.12.1 Elektrophorese von DNA
2.2.12.1.1 1xTAE-Laufpuffer





0,12 % SDS (w/v)
2.2.12.1.3 Fragmentgrößen-Standards
Es wurden der λ/HindIII-Fragmentgrößen-Standard (NEB) und 100 bp-Leiter-
Größenstandard (Fermentas) verwendet.





pH auf 8,3 einstellen, ad 1 l Wasser
2.2.12.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gele
Trenngel:
10 %                12,5 %
1 M Tris pH 8,8 11,25 ml 11,25 ml
Wasser 8,15 ml 5,65 ml
30 % Acrylamid 10 ml 12,5 ml
10 % SDS 300 µl 300 µl
10 % APS 300 µl 300 µl
TEMED 15 µl 15 µl
Sammelgel
1 M Tris pH 6,8 1,25 ml
Wasser 7,5 ml
30 % Acrylamid 1 ml 
10 % SDS 100 µl
10 % APS 100 µl
TEMED 15 µl
2.2.12.2.3 Molekulargewichts-Standards
Es wurden der Low Molecular Weight Marker (Biorad) und der vorgefärbte
Molekulargewichtsstandard BenchMark (Gibco) verwendet.




3 ml 20 % SDS
600 µl β-Mercaptoethanol (oder DTT)
200 µl 1 M Tris pH 7,5
1 Spatelspitze Bromphenolblau
ad 10 ml Wasser
2.2.12.2.4.2 6xSDS-Probenpuffer





ad 10 ml Wasser
2.2.12.2.4.3 2x nicht-reduzierender Probenpuffer




Ad 10 ml Wasser, lagern bei –20 °C
2.2.12.2.5 Färbelösungen
2.2.12.2.5.1 Coomassie-Färbelösung 
0,1 % (w/v) Coomassie brilliant blue R250
50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsäure
2.2.12.2.5.2 Colloidales Coomassie (Sigma)
Fixierer: 7 % Eisessig, 40 % Methanol
Färbelösung: 4 Volumen Brilliant Blue G-Colloidal Konzentrat, 1 Volumen Methanol
(frisch)
Entfärber I: 10 % Essigsäure, 25 % Methanol
Entfärber II: 25 % Methanol
2.2.12.2.5.3 Lösungen für die Silberfärbung von Proteinen
Fixierer 30 % Ethanol, 10 % Essigsäure in Wasser
Konditionierer 0,5 % Glutardialdehyd, 0,1 % Natriumthiosulfat, 30 % Ethanol
in 0,4 M Natriumacetat pH 6,0
Silberlösung 100 mg Silbernitrat; 25 µl 37 % Formaldehyd in 100 ml Wasser
Entwickler 2,5 % Natriumcarbonat, 40 µl 37 % Formaldehyd in 100 ml
Wasser
Stopp-Lösung 50 mM EDTA








0,5 % (w/v) Ponceau-S in 1 % Essigsäure
2.2.13.3 ECL-Lösungen
Luminol 200 ml 0,1 M Tris • Cl pH 8,6
50 mg Natrium-Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-q Phthalazinedion)
62 µl H2O2
Lagerung bei 4 °C, dunkel
Enhancer 11 mg para-hydroxy-Cumarsäure(trans) in 10 ml DMSO
Lagerung bei Raumtemperatur, dunkel
2.2.14 Manipulation von Bakterien








2.2.14.2 CaCl2-Lösung zur Herstellung kompetenter Bakterien
60 mM Calciumchlorid
15 % Glycerin
10 mM PIPES, pH 7,0






pH-Wert auf 7,0 einstellen und autoklavieren.
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2.2.15.2 Z-Puffer/X-Gal-Lösung




2.2.15.3 Hefe-Lyse-Lösung zur Plasmidpräparation aus Hefe
2 % Triton X-100
1 % SDS
100 mM NaCl
10 mM Tris pH 8,0
1 mM EDTA
2.2.16 Manipulation von Säugerzellen
2.2.16.1 Lösungen für β-Galaktosidase-Kontrolle
10 µl K3 (400 mM K3Fe[CN]6)
10 µl K4 (400 mM K4Fe[CN]6)
2 µl 1 M MgCl2









2.2.16.3 RNA-Isolierung aus Säugerzellen: Lyse-Puffer











bei 4 °C lagern







50 mM Tris pH 7,4
300 mM NaCl
0,01 % Thimerosal
bei 4 °C lagern
2.2.17 Manipulation von Nukleinsäuren
2.2.17.1 TE-Puffer
10 mM Tris/HCl, pH 8,0








2.2.18  Verschiedene Puffer
2.2.18.1 10x PBS (pH 7,3/7,4)
80,0 g NaCl
2 g KCl
28,9 g Na2HPO4 • 12 H2O
2 g KH2PO4
ad 1 l mit destilliertem Wasser
2.2.18.2 „Puffer IV“ zur Lyse von Bakterien
20 mM Hepes pH 7,2
200 mM Kaliumacetat
2 mM Magnesiumacetat
0,5 % Tween 20
1 mM DTT












20 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactosid in N,N-Dimethylformamid
2.2.19 Verbrauchsmaterialien und Plastikwaren
6-Loch-, 12-Loch- und 24-Lochplatten Greiner, Frickenhausen
Einfrierröhrchen, Cryo-Röhrchen 2ml Roth, Karlsruhe
Deckgläschen Roth, Karlsruhe
Objektträger Langenbrinck, Emmendingen
Geltrockenfolie Promega, Madison, Wis, USA
Nitrozellulose, 0,2 µm Porengröße, Protran Schleicher&Schüll, Dassel
Filterpapier, Whatman 3MM-Papier Schleicher&Schüll, Dassel
Pipettenspitzen Greiner, Frickenhausen
Gewebekulturschalen und –flaschen Greiner, Frickenhausen
Parafilm M Amer. National Can, Chicago
PCR-Röhrchen Greiner, Frickenhausen
Reaktionsgefäße 1,5 ml, 2 ml Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefäße 15 ml, 50 ml Greiner, Frickenhausen
Röntgenfilme, Kodak BioMax MR-1 Sigma, Deisenhofen
Spritzen und Kanülen Terumo, Leuven, Beldien
Sterilfilter, Zelluloseacetat 0,2 µm Renner, Dannstadt
Ultrazentrifugenröhrchen, PA 6ml Sorvall, Newtown, USA
500 ml Zentrifugenröhrchen Nalgene, Nunc, Wiesbaden
50 ml Zentrifugenröhrchen Nalgene, Nunc, Wiesbaden
2.2.20 Geräteliste
Centrikon T-2070 Ultrazentrifuge Kontron, Neufahrn
Rotor: Sorvall TV-865 DuPont, Bad Nauheim
Sorvall RC5C (Kühlzentrifuge) DuPont, Bad Nauheim
Rotoren: Sorvall GS-3, GSA, SA 600, SS34 DuPont, Bad Nauheim
Sepatech Biofuge pico (Tischzentrifuge) Heraeus, Hanau
Varifuge RF (Kühlzentrifuge) Heraeus, Hanau
IEC Micromax CF (Tischkühlzentrifuge) Thermoquest, Egelsbach
Leica DM IRBE (Konfokales Mikroskop) Leica, Heidelberg
Ultraschalldesintegrator Branson Danbury USA
Spektralphotometer Biospec II Biochrom, Cambridge, UK
FPLC Amersham Pharmacia, Uppsala,
Schweden
Agarosegel-Elektrophoreskammer, Horizon 58 Gibco BRL, Eggenstein
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Bakterieninkubator, Certomat H Braun Melsungen, Melsungen
Elektroporationsgerät, E. coli Pulser Bio-Rad, München
Elektrotransfer Blotapparatur, Semy Dry Bio-Rad, München
ELISA-Lesegerät, Multiskan MS Labsystems, Frankfurt
Geltrafo, PS 305 Gibco BRL, Eggenstein
GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer, Norwalk, USA
Inversmikroskop für Zellkultur, Wilorat S Hund, Wetzlar
Kamera (Elektrophoresegelablichtung), EASY429K Herolab, Wiesloch
Kühl- und Gefrierschränke Bosch, Labotect, Göttingen
Laborwaage, MC 1 Sartorius, Göttingen
Magnetrührer, RCT basic Janke und Kunkel, Staufen
Mikroliterpipetten, Gilson AAT, Langenfeld
Mikroskop, Axiophot Zeiss, Oberkochen
Mikrowellengerät Samsung, Korea
pH-Meter Knick, Berlin
Photodrucker, P91 Mitsubishi, Kyoto, Japan
Pipettierhilfe, Pipetboy Integra Bioscience, Fernwald
Polyacrylamidgel-Elektrophoresekammer Hoefer, San Francisico, USA
Steuerung für Gelkamera, ICU1 Herolab, Wiesloch
Stickstofftank, Chronos Biosafe Messer Griesheim, Griesheim
Tempcold, Kühlblockaggregat Thermo-Dux, Weinheim
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Transilluminatoren 254nm und 366nm Konrad Bede, Wiesloch
Wasserbad, Grant Grant Instruments,Cambridge,UK
Zellkulturinkubator, CO2-Auto-Zero Heraeus, Hanau
2.2.21 Computerprogramme
Acrobat Reader 3.1 Adobe, California, USA
Clone Manager for Windows Scientific and Educational Software,
DNAstar State Line, Pennsylvania, USA
Netscape Navigator
Image2PC Herolab, Wiesloch
Pubmed / Medline NIH Software
Microsoft Office 2002 und frühere Versionen Microsoft Corp., Redmont, USA,
Photoshop 4.0 Adobe, California, USA
HUSAR Package GCG Bioinformatik, DKFZ, Heidelberg
Leica TCS NT Version 1.6.582 Leica Laser Techniques, Heidelberg
FPLC Director Amersham-Pharmacia, Uppsala,
Schweden
Endnote 4.0 ISI Research Software, Berkeley, USA
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2.3 Methoden
2.3.1 Kultivierung und Manipulation von Bakterien
2.3.1.1 Kultur von Bakterien
Zur Kultur der im Labor verwendeten E. coli-Bakterien wird, wenn nicht anders
angegeben, LB-Medium verwendet. Mit Fest- und Flüssigmedium werden die
Bakterien bei 37 °C inkubiert, letzteres unter Schütteln mit 200 rpm. Dem
Selektionsmedium werden die entsprechenden Antibiotika wie Ampicillin und
Kanamycin zugesetzt.
2.3.1.2 Präparation elektrokompetenter Bakterien
Bakterien, die mittels Elektroporation transformiert werden sollen, müssen zuvor
durch intensives Waschen mit Wasser von Salzen befreit werden, um die
Leitfähigkeit der Suspension herabzusetzen.
Man inokuliert 0,5 l LB mit 1/100 Volumen einer frischen E. coli-Übernachtkultur und
lässt die Kultur unter Schütteln bei 37 °C bis zu einer OD600 von 0,5-1,0 wachsen.
Man lässt die Kultur dann in 15-30 min auf Eis herunterkühlen und pelletiert die
Bakterien in 15 min durch Zentrifugation mit 5000 rpm bei 4 °C. Das Pellet wird durch
Resuspendieren und Zentrifugieren zweimal mit 0,5 l kaltem Wasser und dann
mindestens fünfmal mit 100 ml Wasser gewaschen. Schließlich wird das Pellet in
10 ml kaltem 10 % Glycerin aufgenommen, pelletiert und in 1-2 ml 10 % Glycerin
resuspendiert. Die Bakterien werden in 130 µl Aliquots bei -70 °C eingefroren und
gelagert.
2.3.1.3 Transformation von Bakterien mittels Elektroporation
Die in die Bakterien einzubringende DNA wird in ein 2-ml-Reaktionsgefäß pipettiert
und auf Eis gekühlt. 40 µl auf Eis aufgetaute elektrokompetente Bakterien-
Suspension werden damit gemischt und dann in eine gekühlte Elektroporations-
Küvette überführt. Die Elektroporation wird bei 2,5 kV durchgeführt. Der Ansatz wird
in 1 ml LB aufgenommen, wieder in das 2 ml Reaktionsgefäß zurückgegeben und 1 h
bei 37 °C geschüttelt. Danach werden Aliquots auf dem entsprechenden
Festmedium ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert.
2.3.1.4 Blau-Weiss-Selektion von Bluescript-Klonen
Der Bluescript-Vektor besitzt seine MCS (multiple cloning site) innerhalb eines Gens
für das α-Peptid der β-Galaktosidase. Das Peptid kompensiert einen Defekt der in
DH5α-Bakterien genomisch kodierten β-Galaktosidase, welche dann in der Lage ist,
X-Gal als Substrat zu erkennen. Die Spaltung des Moleküls führt zur Enstehung
eines blauen Farbstoffs. Eine funktionelle Expression des α-Peptid-Gens ist im
geeigneten Bakterienstamm nach Induktion durch IPTG nur dann möglich, wenn die
kodierende Region nicht durch eine längere Insertion unterbrochen ist. Ein Fehlen
der Blaufärbung weist also darauf hin, dass in der Ligation in den Vektor ein DNA-
Stück eingesetzt wurde.
Um die Blau-Weiss-Selektion durchzuführen, werden vor dem Ausstreichen der
transformierten Bakterien jeweils 50 µl 100 mM IPTG und 2 % X-Gal-Stammlösung
auf dem Ampicillin-haltigen Festmedium verteilt.
2.3.1.5 Präparation Calciumchlorid-kompetenter Bakterien
400 ml LB-Medium werden mit 4 ml einer E.coli-Übernachkultur angeimpft. Man lässt
die Kultur bei 37 °C unter Schütteln bis zu einer OD600 = 0,38 wachsen. In 50 ml-
Aliquots in 50-ml-Röhrchen werden die Bakterien 10 min auf Eis heruntergekühlt.
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Nach dem Pelletieren werden die einzelnen Bakterien-Aliquots in 10 ml eiskalter
Calciumchlorid-Lösung aufgenommen und erneut pelletiert. Nach dem
Resuspendieren in 10 ml Calciumchlorid-Lösung werden die Bakterien 30 min auf
Eis gehalten, wieder herunterzentrifugiert und in je 2 ml Calciumchlorid-Lösung
aufgenommen. Diese Suspension wird in 100-250 µl Aliquots bei –70 °C eingefroren.
2.3.1.6 Transformation Calciumchlorid-kompetenter Bakterien mittels
Hitzeschock
Die in die Bakterien einzubringende DNA (z.B. 5 µl einer Minipräparation) wird in
einem Gesamtvolumen von 10 µl wässriger Lösung in einem 2-ml-Reaktionsgefäß
auf 4 °C inkubiert. Ein Aliquot kompetenter Bakterien wird rasch aufgetaut; 100 µl
werden zur DNA gegeben. Nach 10 min bei 4 °C erfolgt ein Hitze-Schock für 2 min
bei 42 °C. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wird der Transformationsansatz 1 h bei
37 °C geschüttelt und anschließend auf dem gewünschten Festmedium
ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert.
2.3.1.7 Glycerinvorräte von Bakterienklonen
Bakterien können über einen langen Zeitraum bei -70 °C eingefroren gelagert
werden. Dazu versetzt man 1 ml einer frischen Übernachtkultur mit 250 µl sterilem
Glycerin, mischt gut und friert die Bakterien bei -70 °C ein. Aus diesen Vorräten
können neue Übernachtkulturen angeimpft werden.
2.3.2 Manipulation von DNA
2.3.2.1 Präparation von Plasmid-DNA nach Birnboim-Doly („Miniprep“)
1,5 ml einer Bakterien-Übernachtkultur werden pelletiert. Das Pellet wird in 100 µl
Glucose-Puffer resuspendiert und kurz auf Eis gehalten. Nach Zugabe von 200 µl
alkalischem Lyse-Puffer inkubiert man 5 min auf Eis, dann werden 150 µl 3 M
Natriumacetat pH 5,2 zugegeben. Nach 5-15 min auf Eis fügt  man 450 µl Phenol zu,
lässt die Proben 5 min kräftig schütteln und zentrifugiert 5 min bei maximaler
Geschwindigkeit. Die obere  wäßrige Phase wird in ein neues Reaktionsgefäß
überführt und 380 µl Isopropanol werden dazugegeben. Durch 10 min bei -70 °C und
anschließende Zentrifugation für 15 min bei 4 °C wird die Plasmid-DNA ausgefällt.
Das Pellet wird mit 50 µl 70 % Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 50 µl
TE-Puffer aufgenommen.
2.3.2.2 Schneiden von Plasmid-DNA mittels Restriktionsendonukleasen
Die genauen Volumina der einzelnen Komponenten des Restriktionssansatzes sind
abhängig von den DNA-Mengen und den Enzymmengen, die eingesetzt werden. Für
analytische Verdaue arbeitet man mit Gesamtvolumina des Reaktionsansatzes von
10 µl. Man benötigt 1-5 u/µg DNA der zu verwendenden Restriktionsendonuklease
oder -nukleasen, 1/10 Volumen des für die Enzyme vorgeschlagenen Puffers,
gegebenenfalls 1/100 Volumen einer 100 mg/ml BSA-Lösung und 1/100 Volumen
RNase (20 mg/ml). Man setzt 0,1-4 µg DNA ein. Das zu 10 µl fehlende Volumen wird
mit Wasser ergänzt. Der Verdau läuft für 1 h bei 37 °C oder der abweichenden für
das Enzym vorgeschlagenen Temperatur ab. Die Analyse erfolgt dann auf einem
Agarosegel.
Für einen präparativen Restriktionssansatz werden entsprechend größere Volumina
benötigt. Der Reaktionsansatz wird in diesem Fall 3 h bei 37 °C inkubiert.
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2.3.2.3 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese dient der Analyse der in einer DNA-Lösung vorhandenen
DNA-Menge und Fragmentgrößen und erlaubt Aussagen über ihre Reinheit. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgt abhängig von Größe und Ladung der DNA-
Fragmente. Da Nukleinsäuren aufgrund der Phosphatgruppen im Rückgrat des
Moleküls einheitlich und proportional zur Molekülgröße negativ geladen sind,
wandern sie im elektrischen Feld zur Anode. Diese Wanderung wird aber bei der
Elektrophorese durch die Gelmatrix behindert: Größere Moleküle werden in ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit verzögert, kleinere wandern schneller. Somit erfolgt
eine Auftrennung nach der Größe.
Für die Herstellung des Gels wird Agarose durch Aufkochen in TAE-Puffer gelöst. Es
wird 1 % Agarose (w/v) in TAE verwendet, für höhere Trennschärfen und bei kleinen
DNA-Fragmenten wählt man höhere Agarosekonzentrationen. Nach dem Aufkochen
wird das verdampfte Wasser ersetzt, die Agarose auf unter 50 °C abgekühlt und
1/10000 Volumen Ethidiumbromid zugefügt. Man gießt die Agarose in die
vorbereitete Gelkammer und lässt das Gel erstarren.
Die DNA-Proben werden mit DNA-Probenpuffer und gegebenenfalls Wasser versetzt
und nach dem Erstarren des Gels in die Geltaschen gefüllt. Die
Elektrophoresekammer wird mit 1x TAE-Puffer gefüllt. Die Elektrophorese erfolgt bei
80-120 V abhängig von der Gelgröße.
Durch das zugegebene Ethidiumbromid, das in die DNA interkaliert und bei
geeigneter Anregung fluoresziert, kann man unter UV-Licht erkennen, wo sich im Gel
die DNA-Fragmente befinden und anhand der Marker die Größe und Menge
abschätzen. Eine Dokumentation erfolgt durch photographische Aufnahme des Gels.
2.3.2.4 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose
Zur Reinigung  von DNA-Fragmenten, die aus einem präparativen Verdau oder einer
PCR gewonnen wurden, trennt man diese zunächst mittels eines präparativen
Agarosegels auf. Unter langwelligem UV-Licht (366 nm) identifiziert man dann das
Fragment der erwarteten Größe und schneidet das es enthaltende
Agarosestückchen aus dem Gel aus. Dieses Gelstück gibt man in ein zuvor
vorbereitetes 1,5-ml-Reaktionsgefäß, in dessen Boden ein Loch geschmolzen wurde
und das zu circa einem Drittel mit Glaswolle gefüllt wurde. Das Agarosestück im
Reaktionsgefäß wird für 10 min auf –20 °C gefroren, dann in ein 2-ml-
Reaktionsgefäß gesteckt und 10 min bei Raumtemperatur und 9000 rpm
zentrifugiert. Die das Fragment enthaltende Flüssigkeit im 2-ml-Reaktionsgefäß wird
einmal mit Phenol* und ein weiteres Mal mit Chloroform-Isoamylalkohol
ausgeschüttelt und dann mit 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat gefällt. Nach 30 min bei –20 °C und 30 min Zentrifugation bei 4 °C und
13.000 rpm wird das Pellet mit 75 % Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in
Wasser gelöst.
2.3.2.5 Auffüllen von einzelsträngigen überstehenden DNA-Enden
Wenn für das Einfügen eines DNA-Fragments in einen Vektor glatte DNA-Enden
benötigt werden, kann man überhängende 5’-Enden auffüllen bzw. bei
überhängendem 3’-Ende abverdauen.
Dazu fällt man das betreffende DNA-Fragment aus dem Restriktionssansatz und
nimmt das Präzipitat in 40 µl T4-DNA-Polymerase-Puffer und 150 µl Wasser auf.
Man fügt 3 µl dNTPs (je 2,5 mM) und 3 µl T4-DNA-Polymerase hinzu und inkubiert
30 min bei Raumtemperatur. Danach fällt man die DNA erneut und kann sie für eine
Ligation verwenden.
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2.3.2.6 Dephosphorylieren von Vektor-Fragmenten
Um die Religation eines isolierten Vektorfragments in der anschließenden
Ligationsreaktion zu verhindern, werden die überhängenden Phosphatreste an der
Schnittstelle entfernt. Die Ligase kann die dephosphorylierten DNA-Enden nur mit
den phosphathaltigen Enden des zu inserierenden Fragments verbinden.
Man setzt der nach der Zentrifugation gewonnenen Lösung des isolierten Vektor-
Fragments 1/10 Volumen des 10x Dephosphorylierungspuffers sowie 1 µl  des
Enzyms CIAP (Alkalische Phosphatase) zu. Handelt es sich um ein 5’-
überhängendes Ende, inkubiert man die Reaktion für 5 min bei 37 °C. Bei einem 3’
überhängenden oder glatten Ende läuft die Reaktion bei 56 °C ab. Um das Enzym
vor der Ligation vollständig zu entfernen, schüttelt man zweimal mit Phenol* und
dann einmal mit Chloroform-Isoamylalkohol aus und fällt die DNA dann wie
beschrieben mit Ethanol und Natriumacetat.
2.3.2.7 Phenolextraktion
Die Phenolextraktion von DNA-Präparationen oder nach enzymatischen Reaktionen,
in denen DNA verarbeitet wurde, dient dazu, Proteine zu entfernen.
Die DNA-Lösung wird, wenn sie ein kleineres Volumen hat, auf mindestens 200 µl
mit Wasser aufgefüllt. Das gleiche Volumen Phenol* wird zugegeben, dann gründlich
gemischt und 5 min bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Die obere
wäßrige Phase wird abgenommen und mit dem gleichen Volumen Chloroform-
Isoamylalkohol (Verhältnis 24:1) gemischt. Nach erneuter Zentrifugation wird wieder
die wäßrige Phase abgenommen. Aus dieser wird die DNA gefällt.
2.3.2.8 Ethanol-Natriumacetat-Fällung von DNA
Der DNA-Lösung werden 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2-
2,5 Volumina Ethanol zugefügt. Die Fällung erfolgt für 30 min bei -20 °C und
anschließender Zentrifugation bei 4 °C mit 13.000 rpm für 30 min. Das Präzipitat wird
mit 75 %igem Alkohol gewaschen und nach dem Trocknen in TE-Puffer
aufgenommen.
2.3.2.9 Ligation
In einer Ligation werden DNA-Fragmente an ihren überlappenden oder glatt
geschnittenen Enden verbunden. Ein Fragment kann so z. B. in einen Vektor, der
zuvor mittels Restriktionsendonukleasen geschnitten wurde, eingesetzt werden.
Ligationsansatz
50 ng Vektor, geschnitten
3-10fache molare Menge Fragment
4 µl 5x Ligationspuffer
2 µl Ligase
ad 20 µl Wasser
Die Reaktion erfolgt über Nacht bei 15 °C oder in der PCR-Maschine in 25 Zyklen à
30 sec mit alternierenden Temperaturen von 10 °C und 30 °C.
1-2 µl des Ligationsansatzes werden für die Transformation elektrokompetenter
Bakterien eingesetzt.
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2.3.2.10 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien im großen Maßstab:
Cäsiumchlorid-Gleichgewichtsdichten-Zentrifugation
250 ml Übernachtkultur werden durch Zentrifugation bei 5000 rpm innerhalb von
10 min pelletiert. Die Bakterien werden in 6 ml Glucose-Mix resuspendiert, in SS34-
Zentrifugenröhrchen überführt und nach Mischen mit 30 mg Lysozym 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 12 ml Lysepuffer wird der Ansatz nach
Mischen 5-15 min auf Eis inkubiert, dann werden 9 ml Natriumacetat (3 M, pH 5,3)
zugegeben und nach Mischen 5-10 min auf Eis inkubiert. Danach wird 30 min bei
0 °C mit 18.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wird in ein neues 50-ml-Röhrchen
überführt und nach Zugabe von 20 µl RNase (10 mg/ml Vorratslösung) 10 min bei
37 °C inkubiert. Durch Zugabe von einem gleichen Volumen Isopropanol und
Zentrifugation bei 0 °C und 6000 rpm für 30 min wird die DNA gefällt. Diese wird
anschließend in 4 ml TE-Puffer gut gelöst. Zum Fällen der in der Lösung
vorhandenen Proteine werden 4 ml 5 M Lithiumchlorid zugefügt und nach 30 min bei
0 °C für 10 min bei 5000 rpm und 0 °C zentrifugiert.  Aus dem Überstand wird die
DNA durch Zufügen von 2,5 Volumina Ethanol, Inkubation bei 0 °C für 10-15 min und
anschließende Zentrifugation für 30 min bei 6000 rpm gefällt. Das getrocknete
Präzipitat wird in 3,5 ml TE-Puffer gelöst und 4,4 g Cäsiumchlorid werden
hinzugefügt. Die Lösung wird in Quickseal-Röhrchen (Sorvall) überführt und mit
300 µl Ethidiumbromid überschichtet. Mit TE-Puffer werden die Röhrchen bis zum
Rand gefüllt und sorgfältig tariert. Nach dem Versiegeln der Zentrifugen-Röhrchen
erfolgt die Ultrazentrifugation über Nacht bei 55.000 rpm und 20 °C. Die untere im
UV-Licht erkennbare Bande, die die ccc-DNA enthält, wird mit Hilfe einer Spritze
abgesaugt. Die so erhaltene Lösung wird auf ihr fünffaches Volumen mit TE-Puffer
verdünnt. Nach dem Hinzufügen von 2-3 ml wassergesättigtem Butanol wird
gemischt und nach Phasentrennung die obere, alkoholische Phase abgenommen.
Dieser Vorgang wird wiederholt, bis das ganze Ethidiumbromid aus der DNA-Lösung
entfernt ist. Abschließend wird die DNA mit 2,5 Volumina Ethanol durch
Zentrifugation bei 0 °C und 6000 rpm für 30 min gefällt. Das getrocknete Präzipitat
wird in 1 ml TE-Puffer oder Wasser gelöst.
2.3.2.11 Photometrische Bestimmung von Nukleinsäure-Konzentrationen
Eine Bestimmung der in einer Lösung vorhandenen DNA-Menge kann über
Vermessung im Photometer mit Licht der Wellenlänge von 260 nm erfolgen. Man
stellt eine Verdünnung der Lösung her und mißt die Absorption (A) in einer
Quarzküvette. Als Referenz dient die Absorption des Lösungsmittels in einer
Quarzküvette. Nach Multiplikation des A260-Werts mit dem Verdünnungsfaktor gilt
dann für doppelsträngige DNA die Formel: Konzentration = A260 x 50 [µg/ml].
Für einzelsträngige DNA gilt: Konzentration = A260 x 30 [µg/ml] und für RNA
Konzentration = A260 x 40 [µg/ml]
Um einen Anhaltspunkt für die Reinheit der DNA zu erhalten, mißt man zusätzlich bei
280 nm, dem Absorptionsmaximum aromatischer Aminosäuren, und bildet den
Quotienten A260/ A280. Ein Wert von 1,8 bis 1,9 spricht für hohe Reinheit, ein
niedrigerer Wert zeigt einen hohen Proteingehalt, ein höherer Wert weist auf die
Präsenz von RNA hin. Ein Wert >2,2 zeigt an, dass nach einem vorangegangenen
Phenolisierungsschritt Phenol in der Lösung zurückgeblieben ist.
2.3.2.12 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
In der PCR ist es möglich spezifisch DNA-Fragmente zu amplifizieren. Die Reaktion
ist aus mehreren Wiederholungen eines Reaktionszyklus aus drei Teilreaktionen
zusammen gesetzt: Zunächst wird die Matrizen-DNA durch Erhitzen auf 94 °C in
Einzelstänge denaturiert. Danach lässt man bei geeigneter, von den Primern
(spezifisch hybridisierende Oligonukleotide) abhängiger Temperatur diese an die
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einzelstängige DNA binden. Damit findet die Polymerase in der darauf folgenden
Replikationsphase an der spezifisch gewählten Sequenz der Matrizen-DNA
Oligonukleotide vor, von denen aus sie die DNA synthetisieren kann. Mit der darauf
wieder folgenden Denaturierung liegen für den neuen Reaktionszyklus auch die neu-
synthetisierten DNA-Fragmente als Matrize vor. Somit vermehrt sich die spezifische
DNA in jedem Reaktionszyklus exponentiell.
Nach der Denaturierung (94 °C, 1 min) lässt man die Primer 30 sec bis 90 sec lang
an die Matrizen-DNA binden. Die dabei gewählte Temperatur ist abhängig von der
Nukleotid-Zusammensetzung des Primers. Man errechnet die Temperatur über
folgende Formel: Tm= 4(G+C) + 2(A+T). In der Regel schließt man an 10 Zyklen bei
dieser Temperatur 25 Zyklen mit um 4 °C erhöhter Temperatur an.
Die für die PCR verwendeten, hitzeresistenten Polymerasen haben ihr
Temperaturoptimum bei 72 °C.
Die Länge des Polymerase-Reaktionsabschnitts hängt von der Länge des jeweils zu
synthetisierenden DNA-Fragments ab und variiert zwischen 30 sec und 90 sec.
2.3.2.13 Sequenzierung von DNA
Zur Sequenzbestimmung und –bestätigung wurden DNA-Sequenzierungen nach der
Didesoxymethode durch die Firma Toplab oder durch Dr. H.-J. Delius (DKFZ)
durchgeführt.
2.3.3 Expression, Reinigung und Analyse von Proteinen
2.3.3.1 Expression rekombinanter Proteine in Insektenzellen
Eine Möglichkeit, Proteine in größeren Mengen in eukaryotischen Zellen zu
exprimieren, so dass das Protein posttranslational modifiziert wird, bieten
Insektenzellen, die mit rekombinanten Baculoviren infiziert werden.
Zur Herstellung und Amplifikation des Baculovirus verwendet man Sf9-Zellen, die mit
dem Expressionsplasmid für das entsprechende Protein sowie linearisierter
Baculovirus-DNA (Triple cut 3000, Novagen) transfiziert werden. Kultivierung der
Insektenzellen erfolgt bei 27 °C in TNM-FH-Medium mit 10 %FCS.
Zur Proteinexpression werden 250 ml H5-Suspensionszellen (Kulturdichte 1-2x106
Zellen/ml) mit einer MOI (multiplicity of infection) von 2-5 infiziert und 3 Tage in
serumfreiem Medium (Excell 405, JRH Bioscience) kultiviert. Die Zellen werden
durch Zentrifugation mit 5000 rpm in 10 min geerntet. Das Zellpellet kann dann für
die weitere Verwendung lysiert werden.
2.3.3.2 Expression rekombinanter Proteine im bakteriellen System
Es gibt verschiedene Expressionsvektoren, die rekombinante Proteine unter streng
regulierter Kontrolle eines IPTG-induzierbaren Promotors exprimieren, z.B. das pET-
Vektor-System(Stratagene) und das pGEX-Vektor-System (Amersham Pharmacia).
Expressionswirt ist in beiden Fällen der E.coli-Stamm BL21(DE3).
Zur Induktion der Proteinexpression impft man zunächst eine Übernachtkultur in LB-
Medium an. Diese lässt man bei 27 °C unter Schütteln wachsen. Man impft dann das
gewünschte Kulturvolumen mit 1/20 Volumen aus der Übernachtkultur an und lässt
die Bakterien weiter bei 27 °C wachsen. Wenn die Kultur sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befindet, d.h. eine OD600 von 0,5-0,8 aufweist, induziert man mit
100 µM IPTG und belässt die Kultur weitere 2-3 h unter Schütteln bei 27 °C. Eine
Induktion bei höherer OD600 und eine kürzere Expressionszeit kann die Ausbeute an
löslichem Protein erhöhen. Dies ist jedoch von Klon zu Klon unterschiedlich.
Um anhand der Proteinzusammensetzung der nicht-induzierten und der induzierten
Bakterien im Coomassie-gefärbten Polyacrylamidgel oder im Western-Blot
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abschätzen zu können, ob tatsächlich eine Expression des rekombinanten Proteins
erfolgt ist, entnimmt man vor der Induktion und nach Abschluss der Expression je
1 ml der Kultur, deren optische Dichte man bestimmt. Die pelletierten Bakterien
resuspendiert man in 100 µl pro OD600=1,0 2x SDS-Probenpuffer. Nach Aufkochen
der Proben werden 10 µl jeder Probe auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel geladen und
elektrophoretisch aufgetrennt.
Nach der Expressionszeit pelletiert man die Bakterien durch Zentrifugation für 10 min
bei 6000 rpm, resuspendiert sie in PBS und zentrifugiert sie erneut. Man friert die so
gewonnenen Bakterien entweder bei –70 °C ein oder fährt gleich mit der Lyse und
Reinigung fort.
2.3.3.3 Reinigung von GST-Fusionsproteinen nach bakterieller Expression
2.3.3.3.1 Lyse
Das Bakterienpellet einer 1 l-Induktions-/Expressionskultur wird einmal mit PBS
gewaschen. Man resuspendiert die Bakterien in 4 ml Puffer IV (+DTT). Durch
Behandlung mit 2 x 30 sec Ultraschall schließt man die Bakterien auf und kann
mittels Zentrifugation bei 10.000 rpm bei 4 °C für 30 Minuten das geklärte Lysat
gewinnen. Aus diesem Lysat kann man das überexprimierte rekombinante Protein
aufreinigen.
2.3.3.3.2 Reinigung über FPLC
Eine effiziente Methode der Reinigung von GST-Fusionsproteinen aus bakteriellen
Lysaten erfolgt über FPLC mit einer Glutahion-Sepharose-Säule.
Die Säule wird mit 25 Säulenvolumina Puffer IV equilibriert. Nach Injektion des
Lysats wird mit 20 Volumen Puffer IV gewaschen, dann mit 5 Volumen 10 mM
reduziertem Glutathion in 50 mM Tris-Cl pH 8,0 eluiert. Das Eluat wird in 0,3 ml
Fraktionen aufgefangen. Anschließend wird mit Puffer IV nachgespült. Um die Säule
zwischen verschiedenen Proben zu regenerieren, wird sie dreimal alternierend mit
10 Volumen 0,1 M Tris-Cl/ 0,5 M NaCl pH 8,5 und 10 Volumen 0,1 M
Natriumacetat/ 0,5 M NaCl pH 4,5 gewaschen. Anschließend muss die Säule erneut
mit Puffer IV equilibriert werden. Wird die Säule längere Zeit nicht benutzt, wird sie
mit 20 % Ethanol gewaschen und bei 4 °C gelagert. Da parallel zum Ablauf der
Reinigung ständig die Absorption bei 280 nm gemessen wird, kann man bereits
anhand der Messwerte abschätzen, in welchen Fraktionen sich die Hauptmenge des
Eluats befindet. Um zusätzlich auch die Reinheit des Proteins zu bestimmen, werden
diese Fraktionen mittels eines Coomassie-gefärbten SDS-Polyacrylamidgels
analysiert.
2.3.3.3.3 Dialyse
Zum Ersetzen des Elutionspuffers durch einen für die folgende Anwendung
geeigneten Puffer (z.B. Puffer IV oder PBS) werden die vereinigten Eluat-Fraktionen
in einen Dialyse-Schlauch gefüllt und über Nacht bei 4 °C in 2 l des Puffers dialysiert.
Am nächsten Tag ersetzt man den Puffer durch 1 l frischen Puffer und dialysiert für
1-2 weitere Stunden.
2.3.3.4 Test der in vitro-Interaktion von Proteinen: GST-Pulldown
Um eine in vitro-Interaktion zwischen zwei Proteinen zu zeigen, kann man sich des
GST-Pulldowns bedienen.
Dazu bindet man eine sättigende Menge gereinigten und dialysierten GST-
Fusionsproteins an 30 µl mit Puffer IV equilibirierte Glutathion-Sepharose, indem
man Sepharose und Protein-Lösung 30 min bei 4 °C schüttelt. Nicht gebundenes
Protein entfernt man dann durch Pelletieren der Sepharose bei 2000 rpm für 30 sec
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und dreimaliges Waschen mit je 1 ml Puffer IV. Man fügt die Lösung des zweiten
Proteins hinzu, hier das Lysat von L2-überexprimierenden Insektenzellen. 1-2 h
Inkubation bei 4 °C unter leichtem Schütteln erlauben dann die Bindung der beiden
Proteine aneinander. Nicht gebundenes Protein wird durch Zentrifugation mit
2000 rpm und dreimaliges Waschen mit Puffer IV entfernt. Die pelletierte Sepharose
wird schließlich in 30 µl 2x Protein-Probenpuffer resuspendiert und die gebundenen
Proteine so durch Aufkochen eluiert. 10 µl jeder Probe werden in die anschließende
SDS-PAGE eingesetzt. Nach erfolgter Auftrennung der Proben wird das Gel für
einen Western-Blot verwendet. Man detektiert mittels des geeigneten Erstantikörpers
die Menge des Proteins, das an das immobilisierte GST-Fusionsprotein gebunden
hat.
2.3.3.5 Proteinmengenbestimmung nach Bradford
Bradford-Reagenz enthält Coomassie Brilliant Blue G-250 in saurer Lösung, dessen
Absorptionsmaximum bei 465 nm liegt. Durch Bindung an Proteine verschiebt sich
das Absorptionsmaximum zu einer Wellenlänge von 595 nm. Im Vergleich zum
Referenzansatz mit Wasser oder Puffer, bei dem diese Verschiebung nicht
stattfindet, mißt man die Absorption bei 595 nm. Um die Proteinkonzentration der
Lösung zu ermitteln, muß man sich auf eine Eichkurve beziehen, die mit einem
Protein in bekannten Konzentrationen erstellt wurde, in der Regel Rinder-Serum-
Albumin (BSA). Eine Einschränkung dieser wie auch anderer Methoden zur
Proteinmengenbestimmung liegt darin, dass die Farbreaktion je nach
Aminosäurezusammensetzung der Proteine variieren kann.
Durchführung :
10 µl Proteinlösung
200 µl Bradford-Reagenz (Biorad)
790 µl Wasser
Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wird die optische Dichte bei einer
Wellenlänge von 595 nm gemessen.
Alternativ, wenn nur geringe Proteinmengen vorliegen, kann man ein
Reaktionsvolumen von 100 µl wählen, und die Absorption im ELISA-Lesegerät
messen.
2.3.3.6 Methanol-Chloroform-Fällung von Proteinen
Zum Konzentrieren und Entsalzen von Proteinlösungen vor einer Elektrophorese
kann man eine Chloroform-Methanol-Fällung der Proteine durchführen. Dazu werden
100 µl der Protein-Probe mit 400 µl Methanol versetzt, gründlich geschüttelt und
10 sec mit 9000 x g zentrifugiert. Nach Zugabe von 100 µl Chloroform wird erneut
geschüttelt und zentrifugiert. Dann werden 300 µl Wasser zugefügt, geschüttelt und
1 min mit 9000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation haben sich drei Phasen
gebildet. Man nimmt die obere Wasser-Methanol-Phase ab, ohne die Interphase zu
beeinträchtigen, gibt erneut 300 µl Methanol, zu schüttelt und präzipitiert das Protein
durch Zentrifugation mit 9000 x g in zwei Minuten. Nach Abnehmen des Überstands
wird das Pellet getrocknet und in einer angemessenen Menge Probenpuffer
aufgenommen. Nach Aufkochen der Probe kann sie in einer Elektrophorese
analysiert werden.
2.3.3.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach Laemmli
In der SDS-Gelelektrophorese werden Proteine nach ihrer Größe aufgetrennt. Man
kann so feststellen, welche Proteine sich in einer Probe befinden, in welcher Menge
sie vorliegen und wie rein eine Lösung in Bezug auf ein bestimmtes Protein ist. Da
Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen Aminosäurezusammensetzung
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verschiedene Ladungen aufweisen und zudem in ihrer Tertiärstruktur stark variieren,
ist ein einfacher Zusammenhang zwischen Größe, Ladung und Wanderungs-
geschwindigkeit im elektrischen Feld zunächst nicht gegeben. Abhilfe schafft hier die
Denaturierung der Probe im SDS-haltigen Probenpuffer. Das negativ geladene SDS
lagert sich dabei an die Proteine an und verschafft ihnen so eine von der Größe
abhängige, einheitlich negative Ladung. Die Proteine wandern im elektrischen Feld
somit zur Anode und werden in der Gelmatrix nach ihrer Größe aufgetrennt.
Bei der SDS-PAGE verwendet man ein zweiphasiges Gel, bestehend aus einem
Sammelgel mit geringerer Acrylamidkonzentration (3 %) und einem Trenngel höherer
Acrylamidkonzentration (10-15 %) und mit abweichendem pH-Wert. Im  Sammelgel,
das aufgrund seiner geringen Konzentration die Wanderungsgeschwindigkeit der
Moleküle noch nicht nach der Größe differenziert, findet eine Fokussierung der
Proben statt, so dass sie ihre Wanderung im Trenngel zum gleichen Zeitpunkt
beginnen. Dies ermöglicht eine schärfere Auftrennung der Proteine.
Das SDS-Polyacrylamid-Gel wird in die Elektrophoresekammer eingespannt. Das
obere und das untere Pufferreservoir werden mit 1x TGS-Puffer gefüllt. Die
Proteinproben werden mit SDS-Probenpuffer versetzt, 2 min bei 90 °C denaturiert
und anschließend in die Geltaschen gefüllt.
Die Elektrophorese erfolgt bei einem Minigel bei 30 mA in ca. 1 h.  Nach Abschluß
der Elektrophorese entfernt man das Sammelgel und färbt das Trenngel oder
verwendet es für den Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran.
2.3.3.8 Färbung von Polyacrylamidgelen
2.3.3.8.1 Coomassie-Blau-Färbung zum Nachweis von Proteinen
Bei der Coomassie-Blau-Färbung werden die in der Elektrophorese aufgetrennten
Proteine durch die Essigsäure im Färbereagenz auf die Gelmatrix gefällt und dort
fixiert. Der Farbstoff färbt zunächst das ganze Gel einheitlich, löst sich beim
Entfärben aber wieder aus dem Gelmaterial, während die Proteine angefärbt bleiben.
Die Nachweisgrenze der Coomassie-Färbung liegt bei etwa 500 ng pro Bande.
Das Trenngel wird in Coomassie-Färbelösung erwärmt. Nach Entfernen der
Coomassie-Lösung spült man mit Wasser, um Reste der Lösung zu entfernen, und
erhitzt das Gel in einem größeren Volumen Wasser erneut. Um eine gründliche
Entfärbung zu erzielen und die Kontraststärke zwischen Hintergrund und
Proteinbanden zu erhöhen, wiederholt man diesen Vorgang unter Austausch des
Wassers mehrmals.
2.3.3.8.2 Färbung mit colloidalem Coomassie-Blau
Der Nachweis von Proteinen mit colloidalem Coomassie ist sensitiver als die
einfache Coomassie-Blau-Färbung.
Nach Elektrophorese wird das zu färbende Gel 1 h fixiert, danach 1-2 h in frischer
Färbelösung gefärbt und dann 1 min in Entfärber I geschüttelt. Für Gele mit einer
Dicke unter 1,5 mm reduziert man diese Inkubationszeit auf 30 sec. Danach
schwenkt man das Gel einmal kurz in Entfärber II, tauscht diesen aus und entfärbt
dann bis zu 24 h.
2.3.3.8.3 Silberfärbung zum Nachweis von Proteinen
Die Silberfärbung zeichnet sich gegenüber den Coomassie-Färbemethoden durch
erhöhte Sensitivität aus; es sind Proteinmengen von 20 ng nachweisbar. Das Prinzip
der Färbung liegt in der Bindung des Silbers an die fixierten Proteine, wo es dann bei
Erhöhung des pH-Werts (Natriumcarbonat) einen Komplex mit dem Thiosulfat des
Konditionierers bildet, der sich zwar wieder von den Proteinen löst, aber am Ort
seiner Bildung im Gel verbleibt.
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Für die Färbung wird das Gel zunächst eine Stunde fixiert, 15 min konditioniert und
dann 3x 5 min in Wasser gewaschen. Dann erfolgen eine 20 minütige Inkubation in
Silberlösung, zweimal kurzes Waschen mit Wasser, dann die Inkubation in
Entwickler. Wenn die Färbung des Gels ausreichend ist, stoppt man die Reaktion mit
50 mM EDTA.
2.3.3.9  Western-Blot-Verfahren
Bei der Western-Blot-Analyse wird ein elektrophoretisch aufgetrenntes
Proteingemisch durch Anlegen von elektrischem Strom vom Gel auf einen
Nitrozellulosefilter übertragen. Über dieses immunologische Nachweisverfahren kann
ein Protein in einem Proteingemisch durch einen spezifisch bindenden Antikörper
nachgewiesen werden.
In einer Transferkammer wird der Transfer vom Polyacrylamid-Protein-Gel auf die
Nitrozellulosemembran nach folgendem Aufbau vorbereitet: Drei Filterpapiere
werden auf die untere Graphitelektrode, die Anode gelegt, darauf ein
Nitrozellulosefilter, jeweils in Größe des SDS-Gels, darauf das Gel, aus dem die
durch Elektrophorese aufgetrennten Proteine transferiert werden sollen, darauf
wiederum drei Filterpapiere. Alle Komponenten werden zuvor gründlich mit
Transferpuffer (EMBL-Puffer) getränkt. Der Deckel mit der Kathode wird aufgesetzt.
Der Transfer erfolgt für 1 h bei 0,8 mA/cm2 Filterfläche .
Nach dem Transfer werden die auf den Filter überführten Proteine in Ponceau-S-
Lösung für 2 min gefärbt, um die Effizienz des Elektrotransfers zu kontrollieren. Nach
kurzem Entfärben des Hintergrunds in Wasser werden Banden sichtbar, wenn
größere Proteinmengen transferiert wurden. Die Sensitivität von Poceau-S ist jedoch
gering, nicht alle später detektierbaren Proteine werden damit sichtbar gemacht.
Der Filter wird für 1 h (Raumtemperatur) bis über Nacht (4 °C) in Blocklösung zum
Absättigen der unspezifischen Bindestellen inkubiert. Für 1 h wird dann der
Erstantikörper in Blockpuffer  verdünnt bei Raumtemperatur  oder bei 4 °C über
Nacht zugegeben. Nach 3x 10 min Waschen in PBS/0,05 % Tween 20 wird mit dem
in Blocklösung verdünnten Zweitantikörper für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wird 3x 10 min mit PBS/Tween 20 und einmal mit PBS gewaschen. Der
Nachweis der enzymatischen Aktivität des Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörpers
erfolgt über die ECL (enhanced chemiluminescence)-Reaktion. Dazu werden 2-5 ml
ECL-Reagenz mit 1/1000 Volumen Enhancer gemischt und auf den Filter gegeben.
Nach 60 sec Inkubation wird die Lösung vom Filter abgetropft und in einer Folie in
eine Filmkassette gelegt. Die Filme werden unterschiedlich lange - 10 sec bis 10 min
oder länger - exponiert und dann entwickelt, so dass man die Expositionsdauer
findet, bei der das Ergebnis am deutlichsten hervortritt.
2.3.3.10 MALDI-TOF-Massenspektroskopie
Die MALDI (matrix assisted laser desorption ionization)-TOF (time of flight)-
Massenspektroskopie-Analyse wurde von Dr. Martina Schnölzer und Mitarbeitern
(Abteilung Proteinanalytik, DKFZ Heidelberg) durchgeführt.
Für diese Analyse wird eine Probe eines Proteins, das z.B. als eine Bande in einem
Polyacrylamid-Gel vorliegen kann, mit Trypsin oder einer anderen spezifisch
schneidenden Protease in Fragmente geschnitten. Durch das MALDI-Verfahren
werden die Fragmente aus der festen Phase hinaus in die gasförmige gebracht und
ionisiert. Im TOF-Massenspektrometer werden die ionisierten Moleküle aufgrund
ihrer Größe und Ladung getrennt. Daraus kann abgeleitet werden, welche Peptide
vorliegen. Man erlangt so nicht direkt die Primärsequenz des analysierten Proteins,
sondern die einzelnen Peptide aus denen es zusammengesetzt ist. Durch einen
Datenbank-Abgleich mit den einzelnen Peptiden kann man jedoch das
Ursprungsprotein identifizieren oder bestätigen, wenn es dort schon eingetragen
wurde.
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2.3.4 Kultivierung und Manipulation von Hefe
2.3.4.1 Kultur von Hefen
Hefen wachsen in YPD-Vollmedium oder, falls sie mit Plasmiden, die Synthese-
Defizienzen komplementieren, transformiert wurden, in SD-“Drop-out ” -
Minimalmedium. Das optimale Wachstum erfolgt bei einer Temperatur von 30 °C.
2.3.4.2 Transformation von Hefen (Einzelplasmide)
100 µl einer frischen Hefe-Übernacht-Kultur werden in 1 ml Wasser aufgenommen
und durch Zentrifugation pelletiert. Das Pellet wird in 100 µl 100 mM Lithiumacetat
resuspendiert und  5 min bei 30 °C geschüttelt. Nach erneutem Pelletieren (10 sec
bei 10.000 rpm) werden 240 µl 50 % PEG-4000, 36 µl Lithiumacetat, 5 µl
Heringssperma-DNA, 3 µl Plasmid-DNA und 67 µl Wasser auf die Zellen pipettiert.
Der Ansatz wird 1 min mittels eines Vortex-Geräts gemischt. Nach Inkubation bei
42 °C für 20 min wird der Ansatz erneut 10 sec  zentrifugiert. Das Pellet wird in
100 µl Wasser resuspendiert und auf einer entsprechende Selektionsplatte
ausgestrichen. Innerhalb von 3-5 Tagen bei 30 °C wachsen die Transformanten zu
sichtbaren Kolonien heran.
2.3.4.3 Glycerinvorräte von Hefeklonen
Hefezellen lassen sich bei –70 °C über einen längeren Zeitraum lagern. Dazu
inokuliert man 500 µl YPD-Medium bzw. des entsprechenden Minimalmediums mit
einer einzelnen Hefekolonie und suspendiert diese gründlich. Man mischt das gleiche
Volumen sterilen 50 % Glycerins dazu und friert den Glycerinvorrat bei –70 °C ein.
Der Vorrat ist dazu geeignet auf Festmedium auszustreichen.
2.3.4.4 Amplifikation der cDNA-Bibliothek
Die cDNA-Bibliothek liegt als bakterieller Glycerolvorrat vor. Um die Amplifikation von
Plasmiden mit kürzeren cDNA-Stücken (Wachstumsvorteil für die entsprechenden
Bakterien) zu vermeiden, sondern möglichst alle Klone gleichmäßig zu vermehren,
werden die Bakterien zunächst auf Ampicillin-haltigem Festmedium ausgestrichen.
Die über Nacht herangewachsenen Kolonien werden abgeschabt und in
Flüssigmedium resuspendiert. Man lässt die Bakterien für 2 h bei 37 °C unter
Schütteln wachsen und gewinnt dann die amplifizierte DNA durch eine
Plasmidpräparation im großen Maßtstab.
2.3.4.5 Transformation von Hefezellen im großen Maßstab
Um durch Transformation das “bait ( “Köder”) im pAS2-1-Vektor mit der cDNA-
Bibliothek (im pACT-Vektor) zusammen in Hefezellen einzubringen, wurde die
sequentielle Transformation gewählt. Dabei wird zunächst nur im kleinen Maßstab
mit dem bait-Vektor transformiert. Transformanten werden auf Minimalmedium
selektiert und dann in Flüssigmedium kultiviert, um genügend Zellen für die
Transformation mit der cDNA-Bibliothek zu gewinnen.
Man inokuliert 1 ml SD -Leu Medium mit einer oder mehreren frischen Hefekolonien
der pAS2-Transformanten (2-3 mm Durchmesser), suspendiert sie gründlich und
überführt sie in 50 ml SD-Medium. Diese Vorkultur lässt man 16-18 h bei 30 °C unter
Schütteln bei 250 rpm bis zur stationären Phase wachsen. Man verdünnt diese
Flüssigkultur in 300 ml YPD, so dass man eine OD600 von 0,2-0,3 erhält. Nach 3 h
Wachstum bei 30 °C unter Schütteln hat die Kultur in etwa eine OD600 von 0,5 und
wird durch Zentrifugation für 5 min bei Raumtemperatur mit 1000xg pelletiert. Nach
Entfernen des Überstands werden die Zellen in 25-50 ml sterilem Wasser
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resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die pelletierten Zellen werden in 1,5 ml
frischem 1xTE/Lithiumacetat aufgenommen.
In einem 50 ml Zentrifugationsröhrchen werden 10-50 µg pACT-Vektor-cDNA-
Bibliothek, 2 µg Heringssperma-Träger-DNA, 1 ml der zuvor bereiteten kompetenten
Hefezellen und 6 ml PEG/Lithiumacetat-Lösung gemischt. Nach der Zugabe jeder
Komponente wird durch Vortexen gut gemischt. Man lässt die
Transformationsmischung 30 min bei 30 °C und 200 rpm schütteln. Nach Zugabe
von 700 µl DMSO mischt man noch einmal vorsichtig und inkubiert dann unter
gelegentlichem Schütteln für 15 min bei 42 °C. Nach diesem Hitzeschock kühlt man
für 1-2 min auf Eis und pelletiert die Zellen dann in 5 min mit 1000xg bei
Raumtemperatur. Nach Entfernen des Überstands werden die Zellen in 1-10 ml TE
resuspendiert und dann auf –H-A-L-T-Selektionsmedium (ohne Histidin, Adenin,
Leucin, Tryptophan) ausplattiert, auf dem nur Klone wachsen deren bait und prey
(mit Hilfe des baits “gefangene” Proteine) miteinander interagieren. Zum effizienten
Ausplattieren bedient man sich kleiner sterilisierter Glaskügelchen, die durch hin- und
herrollen auf dem Festmedium die Hefen gleichmäßig verteilen.
Man inkubiert die Transformanten 3-5 Tage, bis sich Kolonien zeigen und diese zu
einem Durchmesser von mindestens 3 mm herangewachsen sind.
2.3.4.6 Bestimmung der Transformationseffizienz
Um die Effizienz der Transformation zu bestimmen, werden Aliquots des
Transformationsansatzes auf -L-T-Platten (Minimalmedium ohne Leucin und
Tryptophan) ausgestrichen. Dieses erlaubt das Wachstum aller Klone, die beide
Plasmide enthalten. Man kann anhand der Kolonienzahl ausrechnen, ob die
Transformationseffizienz ausreichend war, um die ganze Komplexität der cDNA-
Bibliothek  in die Hefen mit bait-Plasmid einzubringen.
Man plattiert je 100 µl einer 1:10, 1:100 und 1:1000 Verdünnung des Transfor-
mationsansatzes  aus. Man zählt die gewachsenen Kolonien und rechnet mit
folgender Formel:
Kolonien x Verdünnungsfaktor x 10 x Volumen des Gesamtansatzes [ml] = Zahl der
Transformanten
Man wählt zur Rechnung die Titerplatte aus, auf der eine Kolonienzahl zwischen 10
und mehreren hundert Kolonien gewachsen ist.
2.3.4.7 Überstreichen der auf Minimalmedium gewachsenen Kolonien
Um sicher zu stellen, dass die Kolonien, die auf dem Selektionsmedium gewachsen
sind, tatsächlich auf Minimalmedium wachsen können, werden sie nochmals auf –H-
A-L-T-Medium und zusätzlich –L-T-Medium ausgestrichen. Nach 3-5 Tagen werden
die Klone, die zu Kolonien herangewachsen sind, nochmals überstrichen. Nur die




Beim X-Gal-Filter-Test macht man sich die Expression des Reportergens für das
Enzym β-Galaktosidase zunutze. Dieses Enzym ist in der Lage, die β-glykosidische-
Bindung der Galaktose, aber auch synthetischer Substrate zu spalten. Diese
Reaktion lässt sich im Falle des Subtrats X-Gal ebenso wie bei o-NPG anhand einer
Farbentwicklung detektieren.
Zur Durchführung des Filter-Tests verwendet man auf Minimal-Festmedium
gewachsene Transformanten. Man tränkt ein Filterpapier in der Größe der zu
testenden Kulturplatte mit Z-Puffer/X-Gal-Lösung. Für ein Filterpapier von 10 cm
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Durchmesser verwendet man dazu 1,75 ml der Lösung. Ein weiteres Nitrozellulose-
Filterpapier der gleichen Größe wird auf die Kulturplatte aufgelegt. Nach dem
Markieren der Lage des Filters auf der Platte wird der Filter vorsichtig abgehoben
und in flüssigem Stickstoff gefroren. Nach leichtem Antauen wird der Filter ohne
Einschluss von Luftblasen mit den Kolonien nach oben auf den vorbereiteten Filter
mit Z-Puffer/X-Gal-Lösung gelegt. Der Filter wird bei 30 °C inkubiert. Eine positive
Reaktion, d.h. eine Blaufärbung der Kolonien wird im Verhältnis zur Negativkontrolle
ermittelt. Die Reaktionszeit ist abhängig von der Expressionsstärke des Enzyms β-
Galaktosidase. Mithilfe der Markierungen auf Filter und Kulturplatte, lassen sich
positive Signale den entsprechenden Klone zuordnen.
2.3.4.8.2 o-NPG-Flüssigkultur-Test
Im o-NPG-Test wird die Expressionstärke der β-Galaktosidase in den transformierten
Hefezellen gemessen. Die enzymatische Aktiviät wird in units/Zellen bestimmt und
lässt in einem gewissen Rahmen Rückschlüsse auf das Ausmaß der Interaktion von
bait und prey zu. Man geht davon aus, dass die stärkere Bindung von Aktivierungs-
und DNA-Bindedomäne aneinander die Aktivierung des Reportergens erhöhen.
Der Versuch wird für jeden Klon in Triplikaten durchgeführt, um die Variabilität des
Verfahrens zu erkennen und im Vergleich unter den Klonen zu berücksichtigen.
Mit einer einzelnen Hefekolonie werden 5 ml des adäquaten Minimalmediums, hier
SD/-His/-Leu/-Trp/+3-AT, angeimpft.  Man lässt die Kulturen über Nacht unter
Schütteln bei 30 °C wachsen. Die Negativkontrolle, d.h. eine Hefekolonie, die den
leeren Aktivierungsdomänen- und DNA-Bindungsdomänen-Vektor enthält, lässt man
entsprechend in SD/-Leu/-Trp-Flüssigmedium wachsen. Je 2 ml dieser Kulturen
werden in je 8 ml YPD-Medium inokuliert. Man lässt die Flüssigkultur wiederum 3-5 h
bei 30 °C unter Schütteln wachsen, bis sie eine OD600 von 0,5-0,8 erreicht haben. In
der Zwischenzeit wird eine 4 mg/ml o-NPG-Lösung in Z-Puffer hergestellt.
Die exakte optische Dichte der einzelnen Kulturen wird bestimmt. Dazu werden sie
noch einmal kräftig gemischt, um eventuell entstandene Aggregate von Hefezellen
zu trennen.
Von jedem Ansatz werden 3x 1,5 ml Kultur in Eppendorf-Reaktionsgefäße pipettiert
und für 30 sec bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach Entfernen des
Überstands werden die Zellen in 1,5 ml Z-Puffer resuspendiert und durch erneutes
Zentrifugieren und Entfernen des Überstands gewaschen. Die Hefe-Zellen werden in
100 µl Z-Puffer resuspendiert. Durch Eintauchen in Flüssigstickstoff und
anschließendes Auftauen bei 37 °C für 1 min werden die Zellen aufgeschlossen.
Parallel wird ein Nullwert-Ansatz mitverwendet, in dem statt der Zellsuspension
100 µl Z-Puffer verwendet werden. Zu jedem Ansatz werden nun 0,7 ml Z-Puffer mit
β-Mercaptoethanol gegeben und gemischt. Anschließend startet man die
Zeitmessung und pipettiert rasch zu jedem Ansatz 0,16 ml o-NPG-Lösung. Man
sollte beachten, dass die Triplikate eines gegebenen Klons zufällig unter den
gesamten Reaktionsgefäßen verteilt sind. Die Reaktionsansätze werden bei 30 °C
inkubiert. Wenn eine deutlich sichtbare Gelbfärbung zumindest einiger Proben
aufgetreten ist, wird die Reaktionszeit bestimmt und die Reaktion durch Zugabe von
0,4 ml 1 M Na2CO3 gestoppt. Es sollte die gleiche Reihenfolge wie beim Zugeben
des o-NPGs eingehalten werden, um für alle Proben die gleiche Reaktionsdauer zu
gewährleisten.
Alle Ansätze werden bei maximaler Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge
zentrifugiert.  Die Überstände werden in Küvetten überführt und die Absorption bei
420  nm im Vergleich zum Null-Ansatz bestimmt.
Der Mittelwert der Triplikate wird bestimmt und dann die relativen Einheiten der
enzymatischen Aktivität der β-Galaktosidase nach folgender Formel bestimmt.
βGal-units = 1000 x OD420/(OD600 x 1,5 x t) mit t= Reaktionszeit in Minuten
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2.3.4.9 Plasmid-Isolierung aus Hefe
5 ml einer Hefe-Übernachtkultur werden pelletiert. Die Zellen werden nach
Abnehmen des Überstands in der Restflüssigkeit resuspendiert. Es werden 200 µl
Hefe-Lyse-Lösung, 200 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol und 300 mg
säuregewaschene Glaskügelchen zugefügt; dann wird der Ansatz 2 min auf dem
Vortex kräftig geschüttelt. Man zentrifugiert 5 min mit 13000 rpm bei
Raumtemperatur, nimmt die obere wässrige Phase ab und gewinnt aus dieser mittels
Ethanol/Natriumacetat-Fällung die Plasmid-DNA. Das getrocknete Präzipitat wird in
20 µl TE-Puffer aufgenommen.
2.3.4.10 Selektion der Bibliotheks-Plasmide in Bakterien
Um aus dem Gemisch der aus den Hefeklonen isolierten pAS2-1-und pACT2-
Plasmide das die cDNA-Fragmente enthaltende pACT-Plasmid zu isolieren, macht
man sich wiederum zunutze, dass dieses Plasmid für ein Enzym des Leucin-
Synthesewegs codiert und damit auch den Defekt im Syntheseweg für diese
Aminosäure im E. coli-Stamm HB101 komplementieren kann. Man transformiert
elektrokompetente Bakterien dieses Stammes mit den Plasmidpräparationen aus
Hefe und streicht sie auf Ampicillin-haltigem Minimalmedium aus. Nur die Klone, die
mit dem pACT2-Vektor transformiert wurden, können auf diesem Medium wachsen.
Mit den gewachsenen Kolonien kann man Flüssigkulturen animpfen, um die
selektionierte Plasmid-DNA zu gewinnen.
2.3.5 Zellkultur
2.3.5.1 Kultur von Säuger-Zellen
Die Kultivierung der Zellen erfolgt bei 37 °C und 5 % CO2 in einer wassergesättigten
Atmosphäre. Alle Arbeiten mit den Zellen werden auf einer sterilen Werkbank
durchgeführt.
Spätestens, wenn die adhärent wachsenden Zellen in ihrem Kulturgefäß bis zur
konfluenten Dichte gewachsen sind, müssen sie subkultiviert oder experimentell
verwendet werden.
Bei adhärent wachsenden Zellen entfernt man zunächst das Medium und bedeckt sie
dann mit ca. 1/10 Volumen des zuvor entfernten Mediums an Trypsin-EDTA. Wenn
durch Wirkung des Trypsins und leichtes Klopfen an das Kulturgefäß alle Zellen vom
Boden gelöst sind fügt man frisches Medium hinzu und überführt einen kleineren Teil
der Zellsuspension - in der Regel 1/10-1/5 Volumen - in ein neues Kulturgefäß und
fügt das fehlende Volumen frischen Mediums hinzu.
2.3.5.2 Zellzahlbestimmung (Neubauer-Zählkammer)
Einem Aliquot der Zellsuspension wird das gleiche Volumen Trypanblau zugesetzt.
Der Neubauer-Zählkammer wird das zugehörige Deckglas dicht aufgesetzt, dann
lässt man einen Tropfen der gefärbten Zellsuspension darunterlaufen. Unter dem
Mikroskop kann man die Anzahl der Zellen bestimmen, die sich in den einzelnen,
durch Schliffe markierten Quadraten der Kammer befinden. Abgestorbene Zellen
sind dabei durch Aufnahme des Farbstoffs kenntlich. Über jedem Quadrat der
Zählkammer befindet sich ein definiertes Volumen von 0,1 µl. Man kann so die
Anzahl der Zellen pro ml ableiten.
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2.3.5.3 Kryokonservierung von Zellen
Zur langfristigen Lagerung friert man Zellen in flüssigem Stickstoff ein.
Dazu löst man mittels Trypsin die Zellen ab und bestimmt ihre Anzahl. Sie werden
auf eine Dichte von 2x106 Zellen/ml eingestellt. Um eine Schädigung der Zellen
durch das im Einfriermedium enthaltenen DMSO zu verhindern, werden alle
folgenden Schritte bei 4 °C durchgeführt. Man fügt der Zellsuspension das gleiche
Volumen an Einfriermedium zu, mischt und aliquotiert in geeignete Kryo-Röhrchen.
Das Einfrieren der Zellen erfolgt langsam, indem man die auf 4 °C gekühlten
Röhrchen mit isolierendem Material umwickelt und dann zunächst einige Stunden bei
–20 °C, dann über Nacht bei –70 °C einfrieren lässt. Nach Abschluss des Einfrierens
werden die Kryo-Röhrchen in flüssigen Stickstoff überführt.
Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, werden sie rasch aufgetaut, in ein
größeres Volumen Medium überführt und durch Zentrifugieren mit 1000 rpm in
10 min pelletiert, um das DMSO des Einfriermediums zu entfernen. Nach dem
Waschschritt werden die Zellen in einer geeigneten Menge Medium aufgenommen
und kultiviert.
2.3.5.4 Transfektion von Säugerzellen mittels Calciumphosphat-Präzipitation
(Chen und Okayama 1987)
Die im Protokoll einzusetzenden Mengen richten sich nach der Größe des Ansatzes:
Größe der Kulturschale Ø10 cm Ø6 cm 6-well
Anzahl Zellen am Vortag 106 3x105 1,2x105
DNA 12 µg 4 µg 1,5 µg
3 M CaCl2 50 µl 15 µl 6,1 µl
H2O 450 µl 135 µl 55 µl
2xBBS 500 µl 150 µl 61 µl
Am Vortag werden die Zellen ausgesät. Falls die Zellen mit dem Ziel der
Fluoreszenzfärbung transfiziert werden, verteilt man vor dem Aussäen sterile
entfettete Deckgläschen in die Kulturschalen. Für die Transfektion mischt man DNA,
CaCl2 und H2O in 1,5-ml-Reaktionsgefäßen und tröpfelt anschließend den 2x BBS-
Puffer auf. Nach dem Mischen belässt man die Lösung 15 min bei Raumtemperatur,
dann tropft man sie langsam auf die Zellen. Diese werden  nun 14-18 h bei 3 % CO2
und 35 °C, inkubiert. Nach Mediumwechsel werden die Zellen weiter für einen bis
mehrere Tage unter normalen Zellkulturbedingungen inkubiert und dann geerntet
oder gefärbt.
2.3.5.5 Färben der β-Galaktosidase-Kontrolle 
(Positivkontrolle für Transfektionen)
Um die Transfektionseffizienz zu kontrollieren, wird ein Ansatz Zellen mit einem β-
Galaktosidase unter Kontrolle des HCMV-IE-Promotors exprimierenden Plasmid
transfiziert. Durch eine X-Gal-Färbung lässt sich anhand des blaugefärbten, also β-
Galaktosidase exprimierenden Anteils der Zellen bestimmen, wie effizient die
Transfektion war.
Man entfernt das Kulturmedium von den Zellen und fixiert sie für 5 min mit Methanol.
Nach Abnehmen des Methanols wäscht man zweimal mit PBS und lässt die Zellen
anschließend 5-10 min in PBS rehydrieren. Nach Entfernen des PBS werden die X-
Gal-Färbelösung und 50 µl XGal-Lösung zugegeben. Nach 1-2 h Inkubation bei
37 °C zählt man die gefärbten Zellen im Verhältnis zu den nicht gefärbten.
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2.3.6 Fluoreszenzfärbung und Mikroskopie
2.3.6.1  Indirekte Immunfluoreszenz-Färbung von Zellen
Nach Abnehmen des Mediums werden die Zellen zunächst durch Zugabe von 100 %
Ethanol für 5 min fixiert. Der Alkohol wird entfernt und die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen. Anschließend lässt man die Zellen 10 min in PBS rehydrieren. Nach
Entfernen des PBS fügt man für 30 min Blockpuffer hinzu, dann den Erstantikörper in
geeigneter Verdünnung in Blockpuffer für 45 min. Man wäscht dreimal mit
PBS/0,05 % Tween und gibt dann den in Blockpuffer verdünnten Fluoreszenz-
markierten Zweitantikörper für 45 min hinzu. Nach erneutem Waschen mit
PBS/Tween bettet man die Deckgläschen auf Objekträgern mit 50 % Glycerin ein.
Man lagert die Präparate bei –20 °C.
2.3.6.2 Präparation von GFP-exprimierenden Zel len für die
Fluoreszenzmikroskopie
Nach Abnehmen des Mediums werden die Zellen 5 min in Ethanol fixiert, dreimal mit
PBS gewaschen und 10 min in PBS rehydriert. Anschließend bettet man sie in 50 %
Glycerin auf Objektträgern ein.
2.3.6.3 Kernfärbung mit DAPI
Der Kernfarbstoff DAPI lagert sich an DNA an und kann in der
Fluoreszenzmikroskopie zur Sichtbarmachung von Zellkernen dienen. Man es gibt in
einer 1:10.000-Verdünnung zum letzten Waschpuffer der Fluoreszenzfärbung.
2.3.6.4 Kernfärbung mit TOPRO
Der Fluoreszenzfarbstoff TOPRO (Molecular Probes) färbt Nukleinsäuren an. Um
Zellkerne für die Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen, muss man zunächst
die RNA in den Präparaten enzymatisch entfernen. Man gibt 50 ng/ml Rnase in die
Lösung des Erstantikörpers und TOPRO 1:10.000 verdünnt in die Zweitantikörper-
Lösung.
2.3.6.5 Konfokale Fluoreszenz-Mikroskopie
Die Technik der Konfokalen Mikroskopie erlaubt es, einzelne Ebenen eines
dreidimensionalen Objekts zu fokussieren und abzubilden, ohne dass andere,
unscharfe Ebenen ebenfalls gezeigt werden. Man kann sowohl die Bilder der
einzelnen Ebenen getrennt betrachten oder diese wieder zusammensetzen. Das
zusammengesetzte Bild, das aus einzelnen fokussiert aufgenommenen Bildern
besteht, ist schärfer als ein eine Aufnahme von einem herkömmlichen Mikroskop.
Bedienung von Mikroskop und Software richete sich nach den Angaben des
Herstellers (Leica). Alle gezeigten Bilder wurden mit dem 63x Objektiv aufgenommen
und gegebenenfalls durch das Programm weiter vergrößert. Zur Anregung von
EGFP- und FITC-Färbung wurde eine Wellenlänge von 488 nm, für Cy3 543 nm
verwendet. Die Detektionsbereiche wurden deutlich getrennt und zur Kontrolle immer
wieder gegeneinander abgeglichen, um das Herüberscheinen eines Kanals in den
anderen zu vermeiden.
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2.3.7 RNA-Isolierung
2.3.7.1 Isolierung von RNA aus kultivierten Zellen
Das Protokoll ist auf ca. 2x107 Zellen, d.h. zwei 10-cm-Schalen Zellen bezogen.
Adhärente Zellen werden nach Entfernen des Kulturmediums 3x mit PBS
gewaschen, abgeschabt und in 1,5-ml-Reaktionsgefäße überführt. Darin werden sie
in 15 sec bei 1000 rpm pelletiert und in 375 µl Lysepuffer resuspendiert. Die Lyse
erfolgt für 5 min bei 4 °C. Der lösliche Überstand wird durch 2 min Zentrifugation bei
4 °C und maximaler Geschwindigkeit gewonnen. Nach Überführen in ein neues
Reaktionsgefäß wird er mit 4 µl 20 % SDS gut gemischt und nach Zusetzen von 5 µl
10 mg/ml Proteinase K 15 min bei 37 °C inkubiert. Zum Entfernen der Proteinreste
wird nun eine Phenolextraktion durchgeführt: Nach Zugabe von 400 µl Phenol* wird
mindestens 1 min geschüttelt und dann 5 min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Man überführt die obere wäßrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß
und wiederholt den Vorgang. Zum Entfernen der Phenolreste wird der daraus
gewonnene wäßrige Überstand mit 400 µl Chloroform-Isoamylalkohol gemischt und
kurz zentrifugiert. Die obere Phase wird wiederum in ein neues Reaktionsgefäß
überführt. Durch Zugabe von 40 µl 3 M Natriumacetat in DEPC-Wasser sowie 1 ml
Ethanol wird die RNA bei -20 °C gefällt. Nach Zentrifugation für 15 min bei 4 °C und
maximaler Geschwindigkeit wird das so gewonnene Pellet noch einmal mit 1 ml 75 %
Ethanol/25 % 0,1 M Natriumacetat gewaschen. Nach dem Trocknen wird das RNA-
Pellet in 100 µl DEPC-Wasser aufgenommen.
2.3.7.2 Reverse Transkription (Fermentas)
In dieser Reaktion gewinnt man durch reverse Transkription von RNA einzelsträngige
cDNA, die in einer anschließenden PCR komplementiert und amplifiziert werden
kann.
Alle verwendeten Plastikwaren  müssen RNAse-frei sein.
In PCR-Reaktionsgefäß werden 0,1-5 µg Gesamt-RNA-Isolat aus Zellen gegeben.
Diesen fügt man 1 µl 0,5 µg/µl oligo(dT)18-Primer hinzu und füllt auf 12 µl mit
Nuklease-freiem deionisiertem Wasser auf. Diese Lösung wird 5 min bei 70 °C
inkubiert, dann werden hinzugefügt: 4 µl 5x Reaktionspuffer, 1 µl Ribonuklease-
Inhibitor und 2 µl dNTP-Mischung. Der Reaktionsansatz wird nach vorsichtigem
Mischen 5 min bei 37 °C inkubiert, danach wird 1 µl (200 u) M-MuLV-Reverse
Transkriptase hinzugefügt. Die Reverse Transkription erfolgt bei 42 °C in 60 min.
Zum Stoppen der Reaktion wird der Reaktionsansatz für 10 min auf 70 °C erhitzt. Ein
Teil der so gewonnenen cDNA wird in die anschließende PCR eingesetzt.
Als Negativkontrolle wird 1/5 der in die Reverse Transkription eingesetzten RNA-
Menge anstelle der cDNA als Matrize verwendet.
2.3.8 Immunisierung von Kaninchen und Ratten
Um polyklonale Kaninchenantikörper gegen Proteine zu gewinnen, injiziert man
Kaninchen oder Ratten gereinigtes Protein zusammen mit einem Adjuvans subkutan.
Das Adjuvans ruft eine Entzündungsreaktion hervor, die eine Immunantwort
stimuliert, die auch gegen das injizierte Protein gerichtet ist. Nach mehrfacher
Stimulierung dieser Immunreaktion wird dem Tier 2 Wochen nach den
Immunisierungen Blut abgenommen und nach erfolgter Koagulation mittels
Sedimentation der Blutzellen das Serum als Überstand gewinnen.
Man verwendet bei der ersten Immunisierung von Kaninchen 200 µl komplettes
Freund’s Adjuvans, bei den weiteren Immunisierungen die gleiche Menge
inkomplettes Freund’s Adjuvans, das man zu 100 µg Protein in 400 µl PBS gibt. Für
Ratten verwendet man 50 µg Antigen in einem Drittel der Volumina.
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2.3.9 Luciferase-Test
Männliche Glühwürmchen exprimieren das Enzym Luciferase, das das Substrat
Luciferin unter Emission von Licht umsetzt. Man kann sich diese Reaktion in vitro
zunutze machen, um die Aktivität von Promotoren zu messen. Dazu setzt man das
Luciferase-Gen unter die Kontrolle des zu untersuchenden. Abhängig von der durch
verschiedene Einflüsse beinflussten Promotoraktivität werden unterschiedliche
Mengen Luciferase hergestellt. Nach Lyse der Zellen kann man die Aktivität des
Enzyms durch Hinzufügen eines (synthetischen) Substrats in einem dafür geeigneten
Messgerät, dem Luminometer, messen.
H1299-Zellen wurden mit verschiedenen p53-abhängigen Promotorkonstrukten (p53-
consensus-Promotor, mutierter p53-consensus-Promotor, mdm2-, bax- und p21-
Promotor) sowie den Expressionplasmiden für GFP-PLINP und L2 sowie p53
transfiziert.
Es wurde das Luciferase Kit von Becton Dickinson Pharmingen verwendet. Nach
Anweisungen des Herstellers werden die zuvor mit PBS gewaschenen Zellen in
Lysepuffer lysiert. Pro 12-well-Vertiefung werden dazu 60 µl des Lysepuffers
verwendet. Nach 15 min bei Raumtemperatur werden die unlöslichen
Zellbestandteile durch Zentrifugation abgetrennt. In einer Messküvette werden 20 µl
des Überstands mit 100 µl Substrat A gemischt. Unmittelbar vor Beginn der Messung
werden 100 µl Substrat B zugegeben. Die Lichtemmission als RLU (relative light
units) jeder Probe wurde zweimal 10  sec gemessen.
Um Schwankungen bedingt durch unterschiedliche Transfektionseffizienz und
Zellzahl zwischen den einzelnen Proben auszugleichen, wurde jeweils ein β-
Galaktosidase-Expressionskonstrukt (pcDNA-lacZ) kotransfiziert. Die Aktivität des
Enzyms wurde in einem o-NPG-Test bestimmt. Dazu wurden 600 µl Z-Puffer, 120 µl
o-NPG-Lösung (4 mg/ml Z-Puffer) sowie 20 µl Zellysat gemischt und bei
Raumtemperatur inkubiert, bis bei allen Proben eine sichtbare Gelbfärbung
aufgetreten war. Nach Stoppen der Reaktion mit 300 µl 1 M Na2CO3 wurde die
O.D.420 im Vergleich zum Ansatz, in dem nur Puffer, kein Lysat eingesetzt wurde,




3.1 Identifikation möglicher L2-interagierender Proteine mit Hilfe des
Yeast Two Hybrid Systems
Auch wenn sich die Kenntnisse bezüglich des Papillomvirus-Kapsidproteins L2 in
den letzten Jahren beträchtlich erweitert haben, bleibt bislang noch unklar, welche
zellulären Faktoren an der Ausübung seiner Funktionen beteiligt sind. Ein häufig
verwendeter Ansatz um zelluläre Interaktionspartner von Proteinen zu identifizieren
ist das sogenannte Yeast Two Hybrid Screening (Fields und Song 1989)
(Abbildung 5). Dieses System verbindet den Test der Interaktion auf Proteinebene
mit der Gewinnung der zugehörigen genetischen Information, mit der man
anschließend weiterarbeiten kann, um die neuen Bindungspartner weiter zu
analysieren. Ein weiterer Vorteil des Hefesystems ist es, dass hier das Milieu einer
eukaryotischen Zelle geboten wird, um in vivo Interaktionen abzubilden, wenngleich
es sich auch um eine Hefezelle handelt und zudem Interaktionen im Milieu des
Zellkerns aufgrund des Selektionsmechanismus (modulärer Transkriptionsfaktor)
bevorzugt werden. Für mögliche Interaktionspartner von in der Zelle exprimiertem L2,
das in Kerndomänen lokalisiert ist, ist dies keine Einschränkung, möglicherweise
aber für die Identifikation von zellulären Interaktionspartnern, die eine Rolle bei der
Bindung der Zelloberfläche oder beim Eindringen des Virus in die Zelle spielen.
3.1.1 Screening einer Keratinozyten-cDNA-Bibliothek mit HPV11 L2
3.1.1.1 Herstellung des HPV11 L2-Hefestammes
Als „bait“, d.h. als „Köder“ an den potentielle Interaktionspartner binden sollen, wurde
das von genomischer Virus-DNA über PCR amplifizierte HPV11 L2-Gen im richtigen
Leserahmen hinter die kodierende Sequenz für die Gal4-DNA-bindende Domäne in
den pAS-2-1 Vektor gesetzt. Zu diesem Zweck wurden über Primer
Restriktionsschnittstellen an das L2-Gen angefügt, EcoRI am 5’-Ende und NcoI am
3’-Ende. Das pAS2-1-HPV11L2-Plasmid wurde nach dem Schnell-Transformations-
Protokoll für Hefen in den Hefestamm PJ696 eingeführt.
Um über das Kriterium des Wachstums auf –Trp-Medium hinaus zu testen, ob der
richtige Expressionsvektor in den Hefesstamm eingebracht wurde, wurde die pAS2-
1-HPV11L2-Plasmid-DNA mehrerer Transformanten isoliert und mittels eines
Restriktionsverdaus mit HindIII analysiert. Dem entstehenden Bandenmuster nach
Gelelektrophorese zufolge wurde Klon 3 als positiv erachtet (Abbildung 6) und für die
weiteren Experimente verwendet. Um auch die Expression des Gal4-DB-HPV11L2-






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Dazu wurden jeweils mehrere Kolonien von PJ696/pAS2-1-HPV11L2 Klon 3 sowie
von PJ696/pAS2-1 (ohne Insertion) und Kolonien untransformierter Hefe als Proben
für eine Western-Blot-Analyse aufbereitet, in der HPV11 L2 nachgewiesen werden
sollte (Abbildung 7). Im Vergleich der Proben erkennt man eine deutliche Bande von
ca. 70 kDa in der Probe, die das Gal4-DB-HPV11-L2-Fusionsprotein beinhalten soll.
Diese fehlt in den Negativkontrollen. Diese detektierte Bande korreliert mit der
errechneten Größe der Gal4-DNA-bindenden Domäne (16 kDa) plus L2 (52 kDa).
Nachdem so die Expression des bait-Proteins gezeigt wurde, konnte der
ausgewählte Hefeklon für das folgende Screening verwendet werden.
3.1.1.2 Screening der cDNA-Bibliothek
Da die Expression der Papillomvirus-Kapsidproteine auf differenzierte Epithelzellen,
d.h. Keratinozyten beschränkt ist, wurde eine aus HaCat-Zellen gewonnene cDNA-











1      2      3       7     8    12
Abbildung 6: Identifikation eines pAS2-1-HPV11-L2-Klons nach Transformation von
PJ696. Aus nach Transformation mit pAS2-1-HPV11-L2 auf Minimalmedium wachsenden
Kolonien wurde die Plasmid-DNA isoliert, in Bakterien amplifiziert und nach Präparation
einer Restriktionsanalyse unterworfen. Bei einem Verdau mit HindIII werden Fragmente
der Größen 4570 bp, 2190 bp, 1610 bp, 880 bp und 350 bp erwartet. Klon 3 zeigt nach
Auftrennung der Probe auf einem 1 % Agarosegel die Fragmente dieser Größen. In der
Reproduktion sind die beiden kleinsten Banden nicht zu erkennen, da sie nur ein
schwaches Signal gaben. Klon 3 wurde für die weiteren Experimente des Screenings
verwendet.
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In Folge wurde nach dem Protokoll für Hefe-Transformation im großen Maßstab die
cDNA-Bibliothek in die Hefen eingebracht. Aliquots der Transformation, 1:10, 1:100
und 1:1000 verdünnt, wurden zur Bestimmung der Transformationseffzienz auf
zweifach negative Minimalmedien (Leu-, Trp- = -LT) ausgestrichen. Auf diesem
Medium wachsen alle Hefeklone, die sowohl ein pAS2-1- als auch ein pACT2-
Plasmid tragen, unabhängig davon, ob die von ihnen kodierten Proteine interagieren.
Der Rest des Transformationsansatzes wurde auf vierfach negatives Minimalmedium
(Leu-, Trp-, Ade-, His- = -HALT) ausplattiert, auf dem nur die Klone wachsen können,
in denen eine Interaktion der Gal4-DB- und Gal4-AB-Fusionsproteine stattfindet. Um
die Stringenz der Selektion auf den Histidin-Syntheseweg zu erhöhen, enthielt das
Medium zusätzlich 4 mM 3-Aminotriazol (3-AT). Wählt man gleich nach der
Transfektion diese stringenten  Bedingungen – Selektion auf zwei Marker, die durch
Interaktion von bait und p r e y (der mir Hilfe des „Köders“ „erbeutete“
Interaktionspartner) reguliert sind, sowie Zugabe von 3-AT - ist die Zahl der









B: + pAS2-1 ohne Insert
C: + pAS2-1 -HPV11 L2
HPV11 L2 +
Gal4-BD
(52kDa + 16 kDa
= 68kDa)
A             B    C
Abbildung 7: Bestätigung der Expression von HPV11-L2 in Hefezellen durch
Western-Blot-Analyse. Kolonien von A: Hefestamm PJ696 ohne Plasmid, B: PJ696 mit
dem Plasmid pAS2-1 ohne Insertion, C: PJ696 mit dem Plasmid pAS2-1-HPV11-L2
wurden in 30 µl 2xSDS-Probenpuffer lysiert und auf einem 12,5 % Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde in einen Western-Blot überführt.
Erstantikörper: αHPV11 L2-Kaninchenserum (1:1000), Zweitantikörper: GARPO
(1:4000), Detektion mittels ECL. Nur in Probe C zeigt sich eine spezifische Bande, die
der Größe des erwarteten Fusionsproteins aus Gal4-DNA-Bindedomäne und HPV11 L2
entspricht.
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selektiert und erst dann die Stringenz erhöht. Durch die hier angewendete Methode
werden tendenziell stärkere Interaktoren isoliert und adaptive Mutationen, die zu
falsch positiven Transformanten führen, werden vermieden.
Bei der ersten Durchführung ergab sich eine Transformationseffizienz von
2x105 Transformanten im Ansatz. Diese ist nicht ausreichend, um die Komplexität
einer Bibliothek mit 2,5x 106 unabhängigen Klonen aufzunehmen. Daher wurde die
Transformation noch zweimal wiederholt, im zweiten Ansatz mit einer Effizienz von
4,5x105, im dritten mit einer Effizienz von 3x105.
Insgesamt wurden in den drei Transformationen 85 Klone identifiziert, die auf dem
Selektionsmedium wachsen konnten, #1-3 aus der ersten Runde, #4-50 aus der
zweiten Runde und #51-85 aus der dritten Runde.
3.1.1.3 Verifikation der potentiellen Interaktionspartner im Hefesystem
Um sicher zu gehen, dass es sich bei den auf Minimalmedium gewachsenen
Kolonien nicht um falsch-positive Klone handelte, mussten die primär erhaltenen
Klone mehreren Kontrollen unterzogen werden. Zunächst wurden alle Kolonien
nochmals auf Minimalmedium ausgestrichen. Von den ursprünglichen 85 Klonen
wuchsen hier nur 56 zu Kolonien heran. Die nächste Kontrolle bezog das dritte nur
bei Interaktion exprimierte Reportergen β-Galaktosidase ein. Auf dessen Aktivität
bestand kein Selektionsdruck, daher war die Expression des Enzyms ein guter
Indikator der echten Interaktion. Einen ersten, eher qualitativen Eindruck von der β-
Galaktosidase-Aktivität lieferte der X-Gal-Filtertest. Bei der Beurteilung der Färbung
kommt in diesem Test jedoch – ausser bei sehr stark reagierenden Klonen – ein
subjektives Element ins Spiel, zumal nach einiger Zeit auch die Negativkontrolle eine
Färbung aufweist. Nach Ausschluss einiger deutlich negativer Klone wurde deshalb
ein quantitativer β-Galaktosidase-Test durchgeführt.
Eine quantitative Messung der Enzymaktivität verwendet das Substrat o-NPG, das
nach Spaltung durch die Galaktosidase einen gelben Farbstoff bildet, der
photometrisch quantifiziert werden kann. Die Ergebnisse des o-NPG-Tests zeigen
ein Spektrum der Enzymaktivität von 2 units (Negativkontrolle, beide Plasmide ohne
Insert) bis 55 units bei einigen Klonen (Abbildung 8). Als Ausschlusskriterium für
positive Klone wurde eine Enzymaktivität von mindestens 15 units gewählt. Auch
wenn so möglicherweise positive Klone ausgeschlossen wurden, sollte die Auswahl
auf starke Interaktoren beschränkt werden.
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Im nächsten Schritt wurden nun die cDNA-tragenden pACT2-Plasmide der positiven
Klone isoliert und in Bakterien amplifiziert. Die Plasmide wurden dann einzeln wieder
in den Hefestamm, der nur das bait-Plasmid enthielt, zurücktransformiert. Parallel
wurden sie auch in Hefezellen, die ein pAS2-1-Plasmid ohne Insertion des baits
sowie solche, die p107 (pRB) als Kontroll-bait trugen, eingebracht. Einige cDNA-
Plasmide erlaubten auch den Klonen mit leerem bait-Vektor bzw. mit dem Kontroll-
bait auf Minimalmedium zu wachsen. Diese wurden ausgeschlossen, da sie
offensichtlich auch ohne Interaktion mit HPV11 L2 in der Lage sind, die
Reportergene zu aktivieren. Eine größere Zahl Plasmide ließ die Transfomanten mit
bait-Vektor mit HPV11 L2 nicht auf dem –HALT-Minimalmedium wachsen. Folglich
mussten auch diese verworfen werden. Nach der Rücktransformation blieben
schließlich 9 Klone übrig, die im Hefesystem eindeutig mit HPV11 L2 interagieren.
Diese wurden sequenziert, um die cDNAs zu identifizieren (Tabelle 2). Durch das
Ergebnis der Sequenzierung konnten weitere mögliche falsch-positive Resultate
ermittelt werden: Im Vergleich zahlreicher Yeast Two Hybrid Screenings wurden
Listen von Proteinen erstellt, die sich häufig als unspezifische Interaktionspartner


































Abbildung 8 : Bestimmung der Interaktionsstärke von HPV11 L2 und möglichen
Bindungspartnern im Hefesystem durch o-NPG-Test. Im o-NPG-Test wurde die β-
Galaktosidase-Aktivität von L2 (bait)- und prey-exprimierenden Zellen als Maß der
Interaktionsstärke im Hefesystem gemessen. Prey-Klone mit einem Wert von mehr als
15 units wurden als positiv bewertet und weiter untersucht. Die Nummern über einigen
Balken zeigen die Klone an, die durch Rücktransformation als echte Interaktoren im
Hefesystem bestätigt wurden.
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3.1.2 Yeast Two Hybrid Screening einer Keratinozyten cDNA-Bibliothek mit
HPV16 L2 als bait
Schon vor Beginn dieser Arbeit war ein Screening der Keratinozyten-cDNA-
Bibliothek mit HPV16 L2 durchgeführt worden. Es lagen 26 Klone in Form von
Plasmiden vor, die zusammen mit dem bait Wachstum auf Minimalmedium und im X-
Gal-Kolonie-Filtertest β-Galaktosidase-Aktivität gezeigt hatten.
Diese Plasmide wurden in Hefezellen, die das pAS2-1-HPV16L2-Plasmid trugen,
transformiert und erneut auf Selektionsmedium getestet. Alle Klone wuchsen auf
dem vierfach negativen Minimalmedium. Im anschließenden quantitativen β-
Galaktosidase-Test mit o-NPG als Substrat zeigten die Klone Enzymaktivitäten, die
z.T. so niedrig lagen, dass sie nach dem für das Screening mit HPV11 L2 gewählten
Ausschlusskriterium nicht als positiv eingestuft worden wären. Obwohl alle Klone in
der Rücktransformation positiv waren, wurden in die weitere Analyse nur die 9 Klone
einbezogen, deren β-Galaktosidase-Aktivität über dem hier gewählten Limit von
12 units lag (Abbildung 9).
Die Sequenzen der Klone lagen bereits vor oder wurden durch Sequenzierung
ermittelt (Tabelle 3).
In der Tabelle ist zusätzlich Klon #76 aufgeführt. Die entsprechende DNA lag nicht
mehr vor, daher konnten die genannten Tests nicht durchgeführt werden. Es lag





ribosomale Proteine 14 1
Cytochrom-Oxidase 5 -









Tabelle 1: Typische falsch-positive prey-Proteine im Yeast Two Hybrid System
(Quelle: http://www.fccc.edu/research/labs/golemis/main_false.html) Die Tabelle erhebt
keine Anspruch auf Vollständigkeit und statistische Absicherung, fasst aber einige von
Anwendern des Two Hybrid Systems unabhängig gefundene, häufig auftretende Falsch-
Positive zusammen. Als weitere nicht in Zahlen erfasste Falsch-Positive werden Ubiquitin,
Elongationsfaktoren und Lamin genannt.
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jedoch die zugehörige Sequenz vor, die diesen Klon interessant machte, da er wie
die mit HPV11 L2 interagierenden Klone #40 und #47 einen Teil der G-Protein β-
Untereinheit cDNA (Zugangsnummer M16514) repräsentiert (s.u.).
3.1.3 Feststellung der Kreuzreaktivität der positiven Klone mit L2 von HPV1,
HPV11und HPV16
Um zu ermitteln, ob einige der Klone im Hefesystem nicht nur mit dem L2-Protein
eines einzelnen HPV-Typs interagieren, wurden sie mit HPV16 L2 bzw. HPV11 L2
gegengetestet. Zusätzlich wurden alle 18 Klone auf ihre Interaktion mit HPV1 L2
untersucht.
Die Ergebnisse, die im Yeast Two Hybrid System gewonnen wurden, sind in
Tabelle 2 und Tabelle 3 zusammengestellt.
Es ist festzustellen, dass einige der Klone (#10, #16, #44, #557) mit mehr als einem
L2-Protein interagieren, wobei #16 im Hefesystem nur mit HPV11 L2 und HPV16 L2
interagiert, während die anderen drei Klone mit allen getesteten HPV L2-Typen
interagieren.
Um zu einer ersten Einschätzung der cDNA-Fragmentgrößen zu gelangen, u.a. um
festzustellen, ob es sich um unterschiedliche Klone handelt und auch um
einzuschätzen, ob die anschließenden Sequenzierungen die ganzen cDNAs
Abbildung 9: Bestimmung der Interaktionsstärke von HPV16 L2 und möglichen
Bindungspartnern im Hefesystem durch o-NPG-Test. Im o-NPG-Test wurde die β-
Galaktosidase-Aktivität von L2 (bait)- und prey-exprimierenden Zellen als Maß der
Interaktionsstärke im Hefesystem gemessen. Prey-Klone mit einem Wert von mehr als
12 units wurden als positiv bewertet und sind hier durch zufügen der Klonnummern




































erfassen, wurden die Fragmente über die f lankierenden B g l I I -
Restriktionsschnittstellen ausgeschnitten und über Gelelektrophorese analysiert
(Abbildung 10).
Interaktion mit L2 voncDNA-




abgeleitetes Protein kodierte Amino-
säuren/ AS des
Volllängeklons
#10 x x x AF119256 PATZ (POZ-AT-Zn-Finger) 160-380/540
#16 x x BG479195 uncharakterisierte cDNA 1-222/222
#25 x AF286886 uncharakterisierte cDNA ?
#40 x M16514 G-Protein, β-Untereinheit 1-340/340
#44 x x x D88650 uncharakterisierte cDNA 1-60/60(?)
#46 x AK026534 Ferritin LC (falsch positiv) 1-174/174
#47 x M16514 G-Protein, β-Untereinheit 1-186/340
#59 x AI263475 uncharakterisierte cDNA ?
#79 x U60266 lysosom. α-Mannosidase 751-1011/1011
Tabelle 2: Potentielle Interaktionspartner von HPV11 L2.  Nach Durchführung des Yeast
Two Hybrid Screenings und der Tests im Hefesystem wurden die hier aufgeführten Klone als
potentielle Interaktionspartner identifiziert. In der Tabelle sind die Identität der Klone
(Genbank-Nummer, Name des abgeleiteten Proteins), mögliche zusätzliche Interaktion mit
HPV1 L2 und HPV16 L2, sowie die Länge und Zuordnung der kodierten Peptidsequenz
angegegeben. Klon #16 wurde PLINP benannt, Klon #44 wurde PMSP benannt (s.u.)
Interaktion mit L2 voncDNA




abgeleitetes Protein kodierte Ami-
nosäuren/ AS
Volllängeklon
#553 x U74667 Tip60 (tat interacting protein) 81-242/513*
#554 x AK023983 AUP1 (ancient ubiquitous pr.) ?
#557 x x x AF236150 TIN-Ag-RP 339-467/467
#558 x L10379 uncharakterisierte cDNA ?
#559 x U74667 Tip60 114-353/513
#569 x D89667 c-myc-modulierendes Protein 9-167/167
#574 x Z66539 Kreatin-Transporter (CRTR) 579-635/635
#575 x U74667 Tip60 185-350/513
#580 x AF032986 Serin-Threonine-Kinase 11 295-430/433
#76 x M16514 G-Protein, β-Untereinheit 162-340/340
Tabelle 3: Potentielle Interaktionspartner von HPV16 L2.  Nach Durchführung des Yeast
Two Hybrid Screenings und der Tests im Hefesystem wurden die hier aufgeführten Klone als
potentielle Interaktionspartner identifiziert. In der Tabelle sind die Identität der Klone
(Genbank-Nummer, Name des abgeleiteten Proteins), mögliche Interaktion mit HPV11 L2
und HPV1 L2, sowie die Länge und Zuordnung der kodierten Peptidsequenz angegegeben.
*bekannte Spleissvariante: Aminosäure -Reste 95-148 fehlen (s. Abschnitt 3.2.8.)
Ergebnisse 60
Einige cDNAs stellten sich nach Sequenzierung als unabhängige Klone des gleichen
Ursprungsgens heraus. So repräsentieren # 553, #559 und #575 Teile der cDNA von
Tip60 (tat interacting protein 60 kDa) und #40, #47 und #76 Teilsequenzen der cDNA
einer G-Protein β-Untereinheit. Da die G-Protein β-Untereinheit sowohl im Screening
mit HPV16 L2 als auch mit HPV11 L2 gefunden wurde, hätte man erwartet, in der
Gegenprobe eine Kreuzreaktivität zu finden, was aber nicht der Fall war. Diese
konnte jedoch nur mit den Klonen #40 und #47 durchgeführt werden, da die #76
zugehörige DNA nicht mehr vorlag. Da bei den Gegenproben mit dem jeweils
anderen L2-Typ strenge Kriterien an die Selektion auf Wachstum gelegt wurden,
mag eine schwache Interaktion der beiden Klone mit HPV16 L2 als negativ
gewertet worden sein.
Fünf Klone enthalten bislang noch nicht weiter charakterisierte cDNAs/Proteine,
während die anderen cDNA-Klone schon in der Literatur beschrieben sind. Während
für die erste Gruppe zusätzlich eine grundlegende Charakterisierung notwendig ist,
bleibt für letztere zumindest die Relevanz der L2-Interaktion zu klären.
  557   10    16    44    100bp
-ladder
- 600  bp
 553  554  558  559  575 581  100bp
-ladder
- 600  bp
 25    40    46    47    59   79  100bp
-ladder
- 600  bp
Klon    cDNA-Länge        Klon    cDNA-Länge
#25          620 bp              #558       450 bp
#40        1500 bp               #559     1600 bp
#46          840 bp              #575      1300 bp
#47          920 bp              #581      1900 bp
#59          880 bp              #557      1060 bp
#79          900 bp              #10        1900 bp
#553      1800 bp              #16          740 bp





Abbildung 10: Größe der isolierten cDNA-Fragmente. Mittels der flankierenden BglII-
Schnittstellen wurden die cDNA-Fragmente aus dem pACT-2-Vektor ausgeschnitten
und auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. Nur die Fragmente sind gezeigt. A:
cDNA-Fragmente der HPV11 L2-interagierenden Klone. B: cDNA-Fragmente der
HPV16 L2-interagierenden Klone. C: cDNA-Fragmente der mit HPV11 L2, HPV16 L2
und HPV1 L2 interagierenden Klone. D: Auflistung der den Klonen zugehörigen
Fragmentgrößen
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Obwohl die unabhängig gefundenen Klone, die von identischen cDNAs abgeleitet
sind, sich als relevante Interaktoren ausweisen und einer weiteren Analyse wert sind,
wurden hier zunächst die Klone weiterverfolgt, die mit mehr als einem HPV L2-Typ
interagieren. Dies erschien sinnvoll, da man so Gemeinsamkeiten zwischen
verschiedenen Papillomviren untersucht, die auf konservierte Eigenschaften des L2-
Proteins hinweisen könnten. Zugleich zeigt die Interaktion mit unterschiedlichen, aber
doch äquivalenten „bait“-Proteinen ein Spezifität der Bindung auf.
3.2 Beschreibung der isolierten cDNAs mit Hilfe veröffentlichter Daten
und Computeranalysen
Um eine Vorstellung davon zu bekommen, welche Funktionen die aus dem Hefe-
System gewonnen Klone haben und ob sie damit interessant in Bezug auf eine
weitere Charakterisierung von L2 erscheinen, wurden zunächst die verfügbaren
Informationen über die einzelnen Klone zusammengefasst. Für schon in der Literatur
weitergehend charakterisierte Klone wurde dabei vor allem auf vorliegende
Veröffentlichungen zurückgegriffen. Darüber hinaus wurde auch auf Basis der DNA-
Sequenz mit Hilfe verschiedener Computerprogramme zur Analyse von DNA und
Proteinen versucht, Informationen über noch nicht weiter charakterisierte Klone zu
gewinnen.
3.2.1 Verschiedene nicht näher charakterisierte cDNA-Klone -#558, #25, #59
Die drei cDNAs #558, #25 und #59 sind bis Dezember 2001 lediglich als nicht näher
charakterisierte cDNAs in Genbank eingetragen. Mögliche offene Leseraster sind
aus den EST-Einträgen schwer zu bestimmen, was eine weitergehende Analyse
erschwert. Alle drei cDNAs wurden mit dem Ziel, die abgeleiteten Proteine als GST-
Fusionsproteine zu exprimieren und über FPLC zu reinigen, in den Vektor pGEX-4T-
2 einkloniert (Abschnitt 3.3.1.). Für Klon #558 gelang die Expression nicht, während
sich #25-GST als etwa 53 kDa Protein und #59-GST als Protein einer Größe von ca.
65 kDa reinigen ließ. Abzüglich des GST-Anteils kodiert cDNA #25 also für ein
23 kDa großes Protein und cDNA #59 für ein 35 kDa großes Protein. Diese Klone
wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter analysiert, da eine Beschränkung auf
solche cDNA-Klone erfolgte, die mit dem L2 von mindestens zwei verschiedenen
HPV-Typen interagierten.
3.2.2 cDNA-Klon #554: Ancient ubiquitous protein (AUP1)
Jang et al. (Jang et al. 1996) haben AUP-1 als Protein einer Größe von ca. 46 kDa
beschrieben. Es ist in Caenorhabditis elegans, der Maus und dem Menschen auf
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Aminosäure-Ebene hoch konserviert (Maus-C. elegans: 53 %, Mensch-Maus: 86 %
Identität). Die mRNA wurde von den Autoren mittels Northern Blot in einer Vielzahl
Geweben nachgewiesen. Eine Funktion ist nicht beschrieben, ein Signalpeptid gibt
lediglich den Hinweis darauf, dass es sich um ein sezerniertes Protein handeln
könnte.
Nach Einfügen in den Vektor pGEX-4T-2 konnte das Fusionsprotein nicht in
ausreichender Menge bakteriell exprimiert werden, um es zu detektieren und zu
reinigen.
3.2.3 cDNA-Klon #569: c-myc-modulierendes Protein (MM-1) oder Prefoldin
Das Protein, für das cDNA #569 codiert, wurde 1998 von zwei Autorengruppen,
einerseits Mori et al., andererseits Vainberg et al. beschrieben (Mori et al. 1998;
Vainberg et al. 1998), die ihm unterschiedliche Funktionen und Lokalisationen
zuweisen: So beschreiben Mori et al. das Protein als c-Myc bindendes Protein und
benennen es dementsprechend MM-1 (c-myc-modulierendes Protein). Ihrer Analyse
zufolge ist das 167 Aminosäuren lange Protein im Zellkern lokalisiert. Die Interaktion
von MM-1 und c-myc wurde in verschiedenen Systemen bestätigt und zudem eine
Funktionalität der Interaktion gezeigt, da MM-1 in der Lage ist, c-myc-abhängige
Aktivierung von Promotoren zu reprimieren.
Vainberg und Koautoren dagegen beschreiben das Protein als Prefoldin-
Untereinheit 5, welche mit fünf weiteren Proteinen einen hexameren Komplex bildet.
Dieser funktioniert als Chaperon, das an neu translatierte Polypeptide bindet und sie
dem cytosolischen Chaperonin (c-cpn) zuführt. Anders als von Mori et al.
beschrieben liegt hier eine cytoplasmatische Lokalisation vor.
Klon #569 kodiert fast für das vollständige Protein von 167 Aminosäuren, nur die N-
terminalen 8 Aminosäurereste fehlen. Der Klon wurde ebenfalls nicht weitergehend
analysiert. Die Charakterisierung des Proteins als mögliches Chaperon könnte darauf
hinweisen, dass es sich hier um ein falsch-positives Ergebnis handelt (Tabelle 1).
3.2.4 cDNA-Klon #574: Kreatin-Transporter (CRTR)
Der Kreatin-Transporter ist ein Natrium- und Chlorid-reguliertes integrales Protein der
Cytoplasma-Membran und dient der Kreatin-Aufnahme in die Zelle, und spielt daher
eine wichtige Rolle in der Muskelphysiologie. Sandoval et al (Sandoval et al. 1996)
postulieren daher, dass ein mutiertes CRTR-Gen Ursache für das Barth-Syndrom
und infantile Cardiomyopathie sein könnte, die mit der chromosomalen Region des
Gens assoziiert sind.
Das CRTR-Protein ist 635 Aminosäuren lang, Klon #574 beinhaltet jedoch nur die 66
C-terminalen Aminosäuren. Die Aminosäurereste 579-635 des CRTR, d.h. der mit
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#574 überlappende Bereich, bilden nach den Angaben im SWISSPROT-Eintrag eine
der beiden cytoplasmatischen Domänen des Proteins.
3.2.5 cDNA-Klon #580: Serin-Threonin-Kinase 11 (STK11)
Serin-Threonin-Kinasen sind Bestandteil intrazellulärer Signaltransduktionswege.
Serin-Threonin-Kinase 11 (STK11) ist mit dem erblichen Peutz-Jeghers-Syndrom
assoziiert: Personen mit Mutationen in diesem Gen weisen eine erhöhte
Prädisposition für gutartige und bösartige Tumoren insbesondere des
Gastrointestinaltrakts sowie Pigmentstörungen im Lippenbereich auf (Jenne et al.
1998).
Der hier isolierte cDNA-Klon #580 kodiert für die Aminosäurereste 295-430 von
insgesamt 433 Aminosäuren der STK11.
3.2.6 cDNA-Klon #46: Ferritin, leichte Kette
Die leichte Kette des Ferritins, das als Eisenspeicher der Zellen dient, ist als
typisches falsch-positives Ergebnis aus dem Yeast Two Hybrid System bekannt
(Tabelle 1). Der Klon wurde daher nicht weiter untersucht.
3.2.7 cDNA-Klon #79: Lysosomale α-Mannosidase
Lysosomale α-Mannosidase ist eine saure exo-Glycosidase, die α-gebundene
Mannose-Reste N-glycosilierter Glycoproteine abbaut. Defekte in diesem Enzym
führen zu einer lysosomalen Speicherkrankheit mit Akkumulation Mannose-reicher
Oligosaccharide, die sich in neurologischen und immunologischen Symptomen sowie
in Abnormalien des Knochenbaus manifestiert. Das Protein wird als 130 kDa-
Vorläufer-Protein translatiert und dann in mehrere Untereinheiten prozessiert. Dabei
entstehen ein 15 kDa-, ein 42 kDa- und ein 70 kDa-Protein. Die 70 kDa-Untereinheit
wird weiter partiell in drei über Disulfid-Brücken verbundene Polypeptide geschnitten.
Das aktive Enzym ist ein Homodimer mit einer Größe von 250-270 kDa. (Liao et al.
1996; Nilssen et al. 1997; Riise et al. 1997; Berg et al. 2001). Die Funktionen der
verschiedenen Untereinheiten sind noch nicht beschrieben.
Die cDNA #79 kodiert für die C-terminalen 260 Aminosäuren und damit für die nach
proteolytischer Prozessierung entstehende 15 kDa Untereinheit sowie einen Teil der
42 kDa Untereinheit. Für Klon #79 ergab sich aus den Tests zur Kreuzreaktivität mit
HPV16 L2 und HPV1 L2 nicht eindeutig, ob im Hefesystem eine spezifische
Interaktion vorlag. Daher wurde er nicht als mehrfach interagierender Klon in der
Tabelle vermerkt, aber dennoch in die weiteren Analysen mit einbezogen.
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3.2.8 cDNA-Klone #553, #559 und #575: Tat interacting Protein (Tip60)
Tip60 (Tat interagierendes Protein von 60 kDa) wurde ursprünglich über ein Yeast
Two Hybrid Screening als ein mit dem HIV-1-Protein Tat interagierendes Protein
beschrieben (Kamine et al. 1996). Tat ist ein Transaktivator des HIV-1-Promotors,
seine Aktivität wird durch Tip60 weiter erhöht. Tip60 besitzt eine Histon-
Acetyltransferase-Domäne, die eine hohe Ähnlichkeit zu anderen Histon-
Acetyltransferasen (HATs) aufweist. Tip60 ist in der Lage, die Histone H2A, H3 und
H4 zu acetylieren, nicht aber Nukleosomen (Yamamoto und Horikoshi 1997).
Dagegen ist ein Multiproteinkomplex, der neben Tip60 weitere Komponenten enthält,
die auch mit anderen HATs assoziiert sind, in der Lage, Nukleosomen zu acetylieren
(Ikura et al. 2000). Neben der katalytischen Domäne weist Tip60 eine Prolin-reiche
potentielle Protein-Protein-Interaktionsdomäne auf, sowie cAMP-Bindestellen und ein
Zinkfinger-Motiv.
Die Lokalisation von Tip60 wird mehrheitlich als nukleär beschrieben, wobei z.T. eine
subnukleäre Lokalisation in Form von Punkten gezeigt wird, besonders deutlich nach
Serum-Entzug (Sheridan et al. 2001). Dies ist im Zusammenhang mit L2 von
Interesse, da von Day et al. (Day et al. 1998) auch eine punktartige subnukleäre
Verteilung von BPV1 L2 beschrieben wurde.
Funktionell ist Tip60 nach mehreren Studien ein transkriptioneller Transaktivator
(Hlubek et al. 2001), insbesondere im Zusammenhang mit Steroid-Hormon-Rezeptor
(nuclear receptor) abhängiger Transkription (Gaughan et al. 2001). Dies wird
bestätigt durch ein NR (nuclear receptor)-box-Motiv (LXXLL) im C-Terminus von
Tip60. Darüber hinaus wird berichtet, das Tip60 CREB (cAMP response element
binding protein) bindet und dessen transaktivierende Wirkung inhibiert
(Gavaravarapu und Kamine 2000).
Tip60 ist in verschiedenen Zusammenhängen beschrieben, sowohl als  nukleäres
Protein – was mit seiner Funktion als Deacetylase vereinbar ist - als auch als
zumindest temporär an die Cytoplasmamembran rekrutiertes Protein (Sliva et al.
1999). Auch wenn die beschriebenen Interaktionen von Tip60 im Einzelfall plausibel
erscheinen, bleibt doch anzumerken, dass die Wechselwirkungen stets zunächst im
Yeast Two Hybrid Screening gefunden wurden. Dies muss nicht bedeuten, dass es
sich hier immer um einen falsch-positiven „Interaktionspartner“ handelt, weist aber
auf die Notwendigkeit hin, Interaktionen sorgfältig in alternativen Systemen zu
bestätigen.
Aus den überlappenden Bereichen der drei unabhängigen Tip60-Klone, die im
Hefesystem als Interaktionspartner von HPV16 L2 gefunden wurden, kann man
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ableiten, dass der Bereich von Aminosäurerest 185-242 für die Interaktion mit L2
relevant ist.
cDNA-Klon #553 repräsentiert eine Spleissvariante bei der Exon 5 (Aminosäuren 95-
147) fehlt (Ran und Pereira-Smith 2000; Sheridan et al. 2001).
Nachdem eine Expression eines EGFP-Tip60NI-Fusionsproteins in Säugerzellen
über den von Horikoshi und Kamura (University of Tokyo) zur Verfügung gestellten
Vektor nicht erfolgreich war, wurde Klon #553, der das längste der isolierten Tip60-
Fragmente enthält, in den Vektor pEGFP-C3 kloniert. Aber auch hier konnte nach
Transfektion keine Expression des EGFP-Fusionsproteins detektiert werden.
3.2.9 cDNA-Klone #76, #40, #47 : G-Protein β-Untereinheit (Fong et al. 1987)
Große G-Proteine sind an Signaltransduktionswegen von der Zellmembran in den
Kern beteiligt. Das Protein ist aus drei Untereinheiten zusammengesetzt, wobei die
α-Untereinheit das GTP bindet und zu GDP hydrolisiert, während die β- und γ-
Untereinheit regulatorische Funktionen aufweisen. G-Proteine liegen in
Zellmembrannähe vor, wo sie mit dem cytoplasmatischen Anteil von Rezeptor-
Transmembran-Proteinen assoziiert sind. Bei Aktivierung können sowohl die α-
Untereinheit als auch die β/γ-Untereinheit als Signalüberträger dienen.
Klon #40 kodiert für die gesamte β-Untereinheit (Aminosäure 1-340), während die
Klone #76 und #47 nur die C-terminale Hälfte kodieren. Eine Interaktion mit L2
müsste daher über diesen Bereich erfolgen.
3.2.10 cDNA-Klon #557: Tubulointerstitial nephritis antigen-related protein
(TIN-Ag-RP)
TIN-Ag-RP ist ein ca. 55 kDa großes Protein der extrazellullären Matrix, das hohe
Ähnlichkeit zum tubulointerstitiellen Nephritis-Antigen (TIN-Ag) und zu Cathepsin B-
Proteasen aufweist (Bromme et al. 2000; Wex et al. 2001). Eine proteolytische
Aktivität besitzt das Protein jedoch nicht, da das katalytische Cystein durch ein Serin
ersetzt ist. TIN-Ag ist ausschließlich in den Nieren exprimiert und dort entscheidend
an der Differenzierung der Nieren-Glomeruli beteiligt. TIN-Ag-RP-Expression wurde
in den meisten untersuchten Geweben gefunden. Eine Ausnahme bilden Zellen des
hämatopoetischen Systems, hier konnte keine Expression nachgewiesen werden.
Dagegen ist die Expression in vaskulären glatten Muskeln und anderen Muskeltypen
erhöht. Eine Funktion für TIN-Ag-RP ist noch nicht bekannt.
cDNA-Klon #557 kodiert für die Aminosäuren 339-467, also den C-Terminus von
TIN-Ag-RP. Damit ist ein Teil der Cathepsin B-ähnlichen Domäne (Aminosäurerest
203-467) vorhanden, nicht aber die Cystein-reiche Domäne mit EGF-ähnlichen- und
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Follistatin-Motiven und das Signalpeptid, das für die Sezernierung des
extrazellulären Proteins notwendig ist.
Da cDNA-Klon #557 im Hefesystem mit allen drei getesteten L2-Typen interagierte,
wurde er weiter analysiert.
3.2.11 cDNA-Klon #10: POZ/BTB-AT hook-zinc finger protein (PATZ)
PATZ wurde von Fedele et al. (Fedele et al. 2000) in einem Yeast Two Hybrid
Screening als Interaktionspartner von RNF4, einem Koregulator Androgen-Rezeptor-
abhängiger Transkription, identifiziert und charakterisiert. Das 59 kDa große Protein
weist innerhalb seiner 537 Aminosäuren langen Sequenz mehrere Motive auf:
N-terminal (1-152) liegt eine POZ/BTB-Domäne (poxvirus and zincfinger/broad
complex, tramtrack, bric-a-brac = Drosophila-Transkriptionsfaktoren mit dieser
Domäne), die als Protein-Protein-Interaktions-Domäne beschrieben wurde. Die
Aminosäuren 262-272 kodieren für eine AT-hook-Domäne, die an DNA binden kann,
im Bereich der Aminosäurereste 294 bis 436 liegen vier Zinkfinger-Motive vom
C2H2-Typ. Im Bereich des AT-hook-Motivs und zwischen dem ersten und zweiten
Zinkfinger-Motiv liegen Sequenzen des zweigeteilten Kern-Lokalisierungs-Signals
(NLS).
Die Interaktion von PATZ mit RNF4 erfolgt nicht über die POZ-Domäne, denn die
drei unabhängigen cDNA-Klone, die von Fedele et al. gefunden wurden, überlappen
nur im Bereich um das AT-hook-Motiv.
Die transaktivierende Wirkung des Interaktionspartners RNF4 auf die
Androgenrezeptor-abhängige Transkription wird im Transkriptions-Test durch PATZ
umgekehrt, bei Koexpression geht die Transkriptionsrate sogar unter das
Basisniveau zurück (Pero et al. 2001).
PATZ ist im Zellkern lokalisiert, wo es ein Punktmuster bildet.
Klon #10 codiert für die Aminosäuren 160-380 von PATZ und schließt somit das
Kern-Lokalisations-Signal, das AT-hook-Motiv und die ersten beiden Zink-Finger mit
ein.
Da Klon #10 im Hefesystem mit den L2-Proteinen von allen drei getesteten HPV-
Typen interagierte, wurde er weiter analysiert.
3.2.12 Nicht-charakterisierter cDNA-Klon #44 (PMSP)
Der 635 bp lange cDNA-Klon #44 weist einen offenen Leserahmen von 183 bp auf,
der sich an die Gal4-Domäne im Leserahmen anschließt. Der offene Leserahmen
kodiert für ein 61 Aminosäuren langes, rechnerisch 7,4 kDa großes Polypeptid. Die
cDNA weist eine 97 %ige Übereinstimmung mit dem EST mit der Genbank-
Zugangsnummer AL578115 auf. Ein BLAST X-Vergleich ergab keine Ähnlichkeit zu
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Proteinen, die bereits charakterisiert und in Swissprot eingetragen wurden (Stand
Dezember 2001). Eine Analyse der Sequenz zeigte keine Motive oder Domänen auf,
die Hinweise auf mögliche Funktionen oder die Lokalisation des Proteins geben
konnten.
Da Klon #44 im Hefesystem mit allen drei getesteten L2-Typen interagierte, wurde er
weiter analysiert. In der Folge wurde Klon #44 bzw. das von der cDNA kodierte
Protein PMSP (Papillomavirus Minor Structural Protein Interacting Protein) benannt.
3.2.13 Nicht-charakterisierter cDNA-Klon #16 (PLINP)
Da cDNA-Klon #16 im Hefesystem mit zwei der drei getesteten L2-Typen
interagierte, wurde er weiter analysiert.
Die ca. 800 bp lange cDNA #16 enthält einen 669 bp langen offenen Leserahmen,
der für ein 222 Aminosäuren langes Polypeptid kodiert. Die aus den Aminosäuren
abgeleitete Größe des Proteins ist 25,4 kDa.
Wir haben Klon #16 bzw. das von der cDNA kodierte Protein PLINP(Papillomavirus
L2 Interacting Nuclear Protein) benannt. Diese Bezeichnung wird in der Folge
verwendet.
351                                                400
GGAGCAGCAC ATCGCAGAGT GCATGGCCAA GATGCCACAG ATGATTGTGA
GGAGCAGCAC ATCGCAGAGT GCATGGCCAA GATGCCACAG ATGATTGTGA
GGAGCAGCGT ATCGCAGAGT GCATGGCCAA GATGCCACAA ATGATTGAAA
AGAGCAGCAT ATTGCAGAGT GCATGGCCAA GATGCCACAA ATGATTGAGA
401                                                450
ACTGGCAGCA GCAGCAGCGG GAGAACTGGG AGAAGGCCCA GGCTGACAAG
ACTGGCAGCA GCAGCAGCGG GAGCGCTGGG AGAAGGCCCA GGCTGACAAG
ACTGGCGAAA GCAGAAGCGA GAACGCTGGG AGAAAATTCA GGCTGACAAG
ACTGGAGAAA GCAGAAGCGA GAACGCTGGG AGAAAATTCA GGCTGACAAG
451                                                500
GAGAGGAGGG CCCGACTGCA GGCTGAGGCC CAGGAGCTCC TGGGCTACCA
GAGAGGAGGG CCCGACTGCA GGCTGAGGCC CAGGAGCTCC TGGGCTACCA
GAGCGGAGGG CCCGGTTACA GGCTGAGGCC CAGGAACGCC TGGGCTACCA
GAGCGGAGGG CCCGGTTACA GGCTGAGGCC CAGGAACAAC TGGGCTATCA
501                                                550
GGTGGACCCA AGGAGTGCCC GCTTCCAGGA GCTGCTCCAG GACCTAGAGA
AGTGAACCCA AAGAGTGCCC GCTTCCAGGA GCTGCTCCAG GACCTAGAGA
CGTGGACCCA AGGAGTGCTC GCTTCCAGGA ACTATTACAG GACCTAGACA
TGTGGACCCA AGGAGTGCCC GATTCCAGGA ACTATTACAG GACCTAGACA
551                                                600
AGAAGGAGCG CAAGCGCCTC AAGGAGGAAA AACAGAAACG GAAGAAGGAG
AGAAGGAGCG CAAGCGCCTC AAGGAGGAAA AACAAAGACA GAAGCAAGAG
AGCAGCAACG AAAGCGCCTA AAGGAAGAAA GACAACGACA GAAGAAGGAG
AGCAGCAGCG CAAGCGCCTA AAGGAAGAAA GGCAGCGACA GAAGAAGGAG
601                                                650
GCGCGAGCTG CTGCATTGGC TGCAGCTGTG G......... .........C
GCGCGAGCTG CTGCATTGGC TGCAGCTGCA G......... .........C
GCACGAATTG CTGCTATGGC CTCTGCTGAA G......... .........C
GCTCGAATTG CTGCCATGGC CTCTGCTGAA GGCCAGGATT CTGCTGAAGC
651                                  687
TCAAGACCCA GCAGCCTCTG GGGCACCCAG CTCCTGA
TCAGGACCCA GCAGCCTCTG GGGCACCCAG CTCCTGA
CCAGGACTCA GCAGTGTCTG GTGAACCCAG CTCCTGA





























1                                                   50
ATGGCGGCGT CCGTGCGAAA GGCACTCAAC CTACTAGGTG TGGCGGCGAC
ATGGCGGCGT CCGTGCGAAA GGCACGCAGC CTGCTAGGAC TGACGGCGAC
ATGGCGGCGC TCGCAATGCG GAGTGGCTAT CTCCTGCGGC TCTCTGTGGC
~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
51                                                 100
CCTGGCCCCG GGTTCCCGTG GCTACCGGGC GCGTCCGCCC CCGCGCCGCA
CCTGGCCCCG GGTTCTCGTG GCTACCGGGC GCCGCCGCCC CCGCGCCGCG
TCTGGGTCCC AGGTCCCGCA GCTACCGTGC GCCCCCGCCC CCGCGCCGCC
~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
101                                                150
GGCCGGGACC CCGGTGGCCA GACCCCGAGG ACCTCCTGAC CCCGCGGTGG
AGCCGGGACC CTGGTGGCCA GACCCCGAGG ATCTCCTGAC CCATCGGTGG
GTCCCGGGCC CCACTCGCCA GACCCGGAGA ACCTGCTGAC CCCGCGATGG
~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~AGA ACCTGATGAC CCCGCGATGG
151                                                200
CAGCTGGGAC CGCGCTACGC GGCTAAGCAG TTCGCGCGTT ACGGCGCCGC
CAGCTGGGAC CGCGCTACGC GGCTAAGCAG TTCGCGCGTT ACGGCGCCGC
CAGCTAACGC CCCGCTATGT GGCCAAGCAG TTCGGACGAC ATGGCGCCAT
CAGCTAACGC CGCGTTATGC GGCCAAGCAG TTCGGGCGGC ACGGCGCCAT
201                                                250
CTCCGGGGTG GTCCCCGGTT CGTTATGGCC GTCGCCGGAG CAGCTGCGGG
CTCCGGGGTG GCCCCCGGTT CGTTGTGGCC GTCACCGGAG CAGCTGCGGG
CTCCGGGGTG CCCCCGGCCT CCCTGTGGCC CACCCCAGAG CAGCTGCGCG
CTCCGGGGTG CCCCCCGCCT CCCTGTGGCC TTCCTCAGAG CAGCTGTGCG
251                                                300
AGCTGGAGGC CGAAGAACGC GAATGGTACC CGAGCCTGGC GACCATGCAG
AGCTGGAGGC CGAAGAACGC GAATGGTACC CGAGCCTGGC GACCATGCAG
AGTTGGAGGC CGAGGAGCAA GAATGGTACC CGAGCTTAGC GACCATGCAA
AGTTGGAGGC CGAGGAGCGA GAATGGTACC CAAGCATAGC GACCATGCAA
301                                                350
GAGTCGCTGC GGGTGAAGCA GCTGGCCGAA GAGCAGAAGC GTCGGGAGAG
GAGTCGCTGC GGGTGAAGCA TCTGGCCGAA GAGCAGAAGC GTCGGGAGAG
GAGTCGCTGC GCTTGCAGCA GCAGGCCTTG GAGGCAAGGC GCCAAGCCAG





























Abbildung 11: Vergleich der humanen PLINP-cDNA mit homologen cDNAs von
Meerkatze, Maus und Ratte. Mit Hilfe des Programms CLUSTAL wurden die sich
entsprechenden Bereiche der DNA-Sequenzen gegeneinander abgeglichen. Die cDNAs
weisen hohe Ähnlichkeiten zueinander auf (Mensch-Affe: 92 %, Mensch-Maus: 76 %).
Der 5’-Bereich der cDNA aus der Ratte ist noch nicht sequenziert.
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Mit PLINP übereinstimmende cDNAs in der Datenbank
Eine BLAST N-Suche in Genbank weist mehrere cDNAs mit über 99 % Identität im
verglichenen Bereich auf. Bei der ähnlichsten cDNA (Genbank-Zugangsnummer
BG479195) umfasst dies 665 von 669 bp. Diese cDNA stammt aus einem
Choriocarcinom, weitere Genbank-Einträge, die die gleiche Sequenz mit kleinen
Abweichungen repräsentieren, weisen cDNAs aus einer großen Bandbreite von
Geweben wie Gehirn, Lunge, Haut, Muskel, Hoden, Auge, Gebärmutter und B-Zellen
aus, wobei es sich hier sowohl um normale (adulte und fötale) Gewebe als auch um
Tumoren handelt. Dies deutet darauf hin, dass das zelluläre Gen von PLINP
ubiquitär transkribiert ist.
 1                                                   50
 MAASVRKALN LLGVAATLAP GSRGYRARPP PRRRPGPRWP DPEDLLTPRW
 MAASVRKARS LLGLTATLAP GSRGYRAPPP PRREPGPWWP DPEDLLTHRW
 MAALAMRSGY LLRLSVALGP RSRSYRAPPP PRRRPGPHSP DPENLLTPRW
 ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~RRPGPHWP DRENLMTPRW
 51                                                 100
 QLGPRYAAKQ FARYGAASGV VPGSLWPSPE QLRELEAEER EWYPSLATMQ
 QLGPRYAAKQ FARYGAASGV APGSLWPSPE QLRELEAEER EWYPSLATMQ
 QLTPRYVAKQ FGRHGAISGV PPASLWPTPE QLRELEAEEQ EWYPSLATMQ
 QLTPRYAAKQ FGRHGAISGV PPASLWPSSE QLCELEAEER EWYPSIATMQ
 101                                                150
 ESLRVKQLAE EQKRREREQH IAECMAKMPQ MIVNWQQQQR ENWEKAQADK
 ESLRVKHLAE EQKRREREQH IAECMAKMPQ MIVNWQQQQR ERWEKAQADK
 ESLRLQQQAL EARRQAREQR IAECMAKMPQ MIENWRKQKR ERWEKIQADK
 ESLRVQQQAA EARRQAREQH IAECMAKMPQ MIENWRKQKR ERWEKIQADK
 151                                                200
 ERRARLQAEA QELLGYQVDP RSARFQELLQ DLEKKERKRL KEEKQKRKKE
 ERRARLQAEA QELLGYQVNP KSARFQELLQ DLEKKERKRL KEEKQRQKQE
 ERRARLQAEA QERLGYHVDP RSARFQELLQ DLDKQQRKRL KEERQRQKKE
 ERRARLQAEA QEQLGYHVDP RSARFQELLQ DLDKQQRKRL KEERQRQKKE
 201                         229
 ARAAALA... ...AAVAQDP AASGAPSS*
 ARAAALA... ...AAAAQDP AASGAPSS~
 ARIAAMA... ...SAEAQDS AVSGEPSS*






















Abbildung 12: Vergleich der PLINP-Aminosäure-Sequenzen.  Die Aminosäure-
Sequenzen wurden von den cDNA-Sequenzen von Mensch, Meerkatze, Maus und
Ratte abgeleitet und mittels des Programms PILEUP verglichen. Die Proteine weisen
eine hohe Ähnlichkeit zueinander auf. (blau: in allen vier Sequenzen liegt an dieser
Position die gleiche Aminosäure vor, rot: drei Aminosäuren übereinstimmend oder 2+2
identisch und verwandte Aminosäuren, gelb: zwei Aminosäuen identisch). Das Protein
von Mensch Und Meerkatze weist im Bereich der Aminosäurereste 184-199 ein
potentielles Kern-Lokalisationssignal (NLS) auf.
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PLINP-Homologe in anderen Spezies
Zusätzlich zu cDNAs aus menschlichen Geweben konnten in der Datenbank-Suche
auch Homologe aus Maus und Ratte gefunden werden (AK019570 und AI411436).
Mittels Reverser Transkription und PCR mit Primern, die aus den Aussenbereichen
der menschlichen cDNA abgeleitet wurden, konnte aus CV-1-Zellen auch ein
Homolog aus der Grünen Meerkatze (Cercopithecus aethiops) amplifiziert werden.
Ein Vergleich der cDNAs weist zwischen der cDNA von Mensch und Affe eine
Übereinstimmung von 92 % auf und zwischen Mensch und Maus eine
Übereinstimmung von 76 %. Der Vergleich mit der cDNA aus der Ratte ist durch die
fehlenden Sequenzbereiche am 5’-Ende problematisch. Extrapoliert man von den
anderen Sequenzen, liegt hier eine geringere Ähnlichkeit zwischen den cDNAs vor,
so dass der Vergleich erst ab Basenpaar 128 eine höhere Ähnlichkeit der Sequenzen
suggerieren mag. Ein Vergleich beginnend bei Basenpaar 128 zeigt eine 93 %ige
Übereinstimmung zwischen den Sequenzen aus Maus und Ratte und eine 80 %ige
zwischen den Sequenzen aus Mensch und Ratte (Abbildung 11).
Auch die von den cDNAs abgeleiteten Peptidsequenzen wurden verglichen:
Zwischen dem menschlichen Protein und dem Protein der Meerkatze besteht eine
92 %ige Übereinstimmung der Aminosäuresequenz, die Ähnlichkeit zum Maus- und
Ratten-Polypeptid beträgt 73 % bzw. 61 %. Die geringere Übereinstimmung mit dem
Peptid der Ratte ist teilweise damit zu begründen, dass die cDNA am 5’-Ende nicht
vollständig ist, zumindest fehlt ein mögliches Startcodon in diesem Bereich. In der
Folge fehlen dem abgeleiteten Protein einige Aminosäuren am N-Terminus. Die
Übereinstimmung zwischen dem Maus- und dem Ratten-Protein beträgt 92 %. Der
Vergleich der Sequenzen ist in Abbildung 12 gezeigt. Eine Suche nach homologen
DNA- oder Aminosäure-Sequenzen in Datenbanken, die nur Hefesequenzen oder
Sequenzen von mehrzelligen Organismen, die keine Säugetiere sind, enthalten,
erbrachten keine Resultate. Da das Hefegenom vollständig sequenziert ist, existiert
wohl kein Homolog in der Hefe. Für die anderen Organismen ist anzumerken, dass
fehlende Ergebnisse der Datenbanksuche darauf beruhen können, dass diese
Genome nicht vollständig sequenziert sind.
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Die PLINP zugrundeliegende genomische Sequenz
Ein weiteres Ergebnis der BLAST N-Datenbanksuche ist die zugrundeliegende
genomische Sequenz (Zugangsnummer HSAD92). Sie liegt auf Chromosom 19 im
Bereich 19p13.2. Aus einer GENSCAN-Analyse der genomischen Sequenz ergibt
sich für die betrachtete Region ein aus zwei Exons zusammengesetztes Gen, das
genau für die von der cDNA abgeleitete Peptidsequenz kodiert. Das 3’-Ende des
Gens ist definiert durch Translations-Stop-Codon und ein Polyadenylierungssignal;
dass am 5’-Ende der Computer-basierten Analyse der genomischen Region kein
weiteres Exon entgeht, wird unterstützt durch die Tatsache, dass das 5’-Ende einiger
cDNAs, die mit PLINP (Klon #16) übereinstimmen, mithilfe eines Cap-Trappers
(s.u.a. Zugangsnummer BI602865) bestätigt wurden. Die genomische Organisation
von PLINP ist in Abbildung 13 gezeigt.
Suche nach homologen Proteinen und möglichen Sequenzmotiven und
Domänen von PLINP
Eine BLAST X-Suche mit der cDNA und eine BLAST P-Suche mit der Peptidsequenz
in der Protein-Datenbank SWISSPROT ergab keine Ähnlichkeit zu bereits
weitergehend charakterisierten Proteinen. Mit Ähnlichkeiten von ca. 35 % in einem
Teilbereich von 70-75 Aminosäureresten wurden das hypothetische Protein
DKFZp434A025.1 (Zugangsnummer T46481), eine Serin-Threonin-Kinase der Maus
Exon 1                                      Intron                         Exon 2
5‘UTR
              1448bp                   351bp                          2335bp                      318bp
Promotor:
AAATGTATAAAAGTAAAGTTAAAAATATAATTTTTACGCA 3‘UTR + polyA-site
...TGAGGCTTTGTCCCTTCCCAATAA...
M           R                                                     E          S*
Abbildung 13: Genomische Sequenz von PLINP auf Chromosom 19p13.2. Das Gen
besteht aus zwei Exons, den grössten Teil von Exon 1 nimmt die 5‘-untranslatierte Region
ein. Ein weiträumiges Absuchen der umgebenden genomischen Sequenz zeigte keine
möglichen weiteren Exons. Auch die zahlreichen von dieser genomischen Sequenz
abgeleiteten cDNAs in Datenbankeinträgen weisen nicht auf weitere kodierende Regionen
hin.
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(T30989) und ein menschliches IF2 (Translation-Initiations-Faktor)-Homolog (oder
hypothetisches Protein DKFZp434I036.1/T43483) gefunden.
Da somit eine Ähnlichkeit zu anderen Proteinen keine Hinweise auf eine Funktion
des noch nicht näher charakterisierten Proteins geben konnte, wurde mit Hilfe
verschiedener Computeranalysen versucht, Motive und Domänen zu finden.
Eine PROSITE-Analyse der humanen Peptidsequenz wies mit Ausnahme eines
möglichen zweiteiligen Kern-Lokalisations-Signals (NLS) im Bereich der
Aminosäuren 184-199 keine hervorzuhebenden Motive aus. Dieses Motiv lässt sich
mit kleinen Abänderungen – zwei abweichenden Aminosäureresten – auch in der
von der Affen-cDNA abgeleiteten Peptidsequenz auffinden. In den Peptidsequenzen
von Maus und Ratte ist jedoch ein kritischer Lysin-Rest in einen Glutamin-Rest
umgewandelt. Die Sequenzen von Maus und Ratte weisen dagegen im Bereich der
Aminosäuren 136-150 Lysin- und Arginin-Reste auf, die eine NLS bilden könnten.
Bei den Sequenzen aus Mensch und Affe sind einige der entsprechenden Positionen
Glutamin- und Asparagin-Reste, d.h. hier liegt keine typische NLS vor.
Sekundärstrukturanalyse von PLINP
Bei Analyse der Sekundärstruktur mittels unterschiedlicher Programme und
Algorithmen innerhalb des HUSAR-Pakets (u.a. 2D-SWEEP) ergab sich
übereinstimmend für alle Peptide eine ausgedehnte helicale Region im Bereich der
Aminosäurereste 80 bis 215, wobei an unterschiedlichen Abschnitten kurze
Unterbrechungen angezeigt wurden. Ein weiterer übereinstimmend als Helix
gefundener Bereich liegt um die Aminosäureposition 60 (Abbildung 14).
Betrachtet man die Voraussagen zur Wahrscheinlichkeit der Oberflächenexposition,
so liegt sie mit leichten Unterschieden für die verschiedenen Peptide im Bereich der
Aminosäuren 25-35, um Position 110 und 140, sowie besonders im Bereich der
Aminosäuren 180-200 relativ hoch.
Analysiert man die vier Polypeptide mittels des Programms DOMAINSWEEP,
ergeben sich keine eindeutigen Hinweise auf mögliche Domänen oder
Verwandschaften zu anderen Proteinen. Für alle Proteine werden jedoch mit einer
mittleren Wahrscheinlichkeit Homöodomänen im Bereich der Aminosäuren 118-145
und 175-202 vorgeschlagen. Die DNA-bindenden Homöodomänen bestehen aus drei
Helices; die zweite und dritte Helix sind nur durch ein kurzes Verbindungsstück
voneinander getrennt. Dieses Muster würde insofern zu der vornehmlich helikalen
Struktur der Proteinregion passen.
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Diese Daten zu PLINP können dahingehend zusammengefasst werden, dass es sich
hier um ein noch nicht weiter charakterisiertes Protein handelt, das in menschlichen
Geweben ubiquitär exprimiert zu sein scheint und im Vergleich Maus-Ratte-
Meerkatze-Mensch hoch konserviert ist. Aus der Sequenz konnten keine Hinweise
auf Funktionen abgeleitet werden, nur die Wahrscheinlichkeit nukleärer Lokalisation,
was durch ein putatives NLS unterstützt wird. Die Sekundärstruktur des Proteins wird
als überwiegend helikal vorausgesagt.
3.3 Nähere Charakterisierung ausgewählter L2-interagierender Klone
auf experimenteller Ebene
Um die Klone, die mit dem L2-Protein von mehr als einem HPV-Typ interagierten,
weiter zu analysieren, sollte zunächst die Interaktion der Proteine mit L2 in einem
anderen System als dem Hefe-System getestet werden. Dies sollte mit Hilfe eines
GST-Pulldowns erfolgen. Dazu mussten die Klone als GST-Fusionsproteine
exprimiert werden. Neben der Verwendung dieser Proteine für den Pulldown und
andere Experimente erlauben die Fusionsproteine auch, die Größe der von den
cDNAs abgeleiteten Proteine zu bestimmen.
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Abbildung 14: Vorhersage der Sekundärstruktur von humanem PLINP-Protein. Mit
dem Protein-Analyse-Programm von DNA-Star wurde aus der Aminosäure-Sequenz die
Sekundärstruktur von PLINP vorhergesagt. Das Protein weist demnach ausgedehnte
Bereiche von helikaler Struktur auf. Eine Analyse der homologen Polypeptide aus
Meerkatze, Maus und Ratte wiesen ähnliche Sekundärstruktur-Voraussagen aus.
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3.3.1 Expression der cDNA-Klone als GST-Fusionsproteine
Um die von den cDNAs kodierten Proteine in ausreichend großen Mengen zu
gewinnen, wurden die cDNAs in den bakteriellen Expressionsvektor pGEX-4T-2
eingefügt. Nach Induktion wird dann ein GST-Fusionsprotein exprimiert, das man
über seinen GST-Anteil affinitätsreinigen kann. Das Enzym Glutathion-(S)-
Transferase hat ein hohe Affinität zu reduziertem Glutathion, die man sich in einer
Affinitätschromatographie zur Reinigung von Fusionproteinen und zur Präzipitation
der Fusionsproteine samt der an sie gebundenen Interaktionspartner in einem
Pulldown-Experiment zunutze machen kann.
Optimierung der Expression
Über die Restriktionsschnittstellen EcoRI und XhoI war es möglich, die cDNAs direkt
aus dem pACT-Plasmid in den Expressionsvektor pGEX-4T-2 umzuklonieren und in
Bakterien zu exprimieren. Vorversuche ergaben, dass die optimale Ausbeute
löslichen Proteins bei Kultivierung bei 25 °C, Induktion mit 100 µM IPTG bei einer
OD600 von 0,8 und einer Expressionsdauer von 2,5 h erzielt werden konnte. Zwar
Abbildung 15: Induktion und Expression von GST-Fusionsproteinen am Beispiel
von #557: Abhängigkeit der Expression von verschiedenen Parametern.  Die
Expressionsstärke und Löslichkeit von bakteriell exprimierten GST-Fusionsproteinen, hier
GST-#557(TIN-Ag-RP), kann durch die Änderung einzelner Bedingungen beeinflusst
werden. Hier wurden Probekulturen unter verschieden kombinierten Bedingungen (IPTG-
Konzentration, OD600 bei Induktion, Ethanolkonzentration in der Expressionskultur)
induziert. Aliquots wurden in SDS-Probenpuffer lysiert und auf einem 12,5 %
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach Coomassie-Färbung konnte die Expressionsstärke
analysiert werden. Der Einfluss der Parameter auf die Löslichkeit des überexprimierten
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unterscheiden sich teilweise die optimalen Bedingungen für die einzelnen Proteine,
dies jedoch nur so geringfügig, dass ein einheitliches experimentelles Vorgehen
gewählt wurde.
Beispielhaft für die Induktion/Expression der Fusionsproteine zeigt Abbildung 15 den
Vergleich von nicht induzierten und induzierten Proben von Bakterien, die das
Expressionsplasmid für GST-#557 (Teilsequenz von TIN-Ag-RP) tragen. Der
Vergleich von nicht induzierten und induzierten Proben zeigt, dass der Promotor
durch IPTG klar reguliert wird, im uninduzierten Zustand werden allenfalls geringe, im
Coomassie-gefärbten Gel nicht sichtbare Proteinmengen exprimiert. In dem
Experiment, das dem gezeigten Gel zugrundelag, wurden nicht nur der Einfluss der
OD600 zum Zeitpunkt der Induktion und der IPTG-Konzentration verglichen, sondern
auch untersucht, ob die Zugabe von 1 % Ethanol einen Effekt hat. Dieser zeigt sich
nicht durch die hier betrachtete Expressionsstärke, sondern in der Löslichkeit des
Proteins nach Lyse: Durch den durch Alkohol im Medium verursachten Stress
werden Chaperone/Hitze-Schock-Proteine der Bakterien hochreguliert, die zur
korrekten Faltung der exprimierten Proteine beitragen, so dass diese nicht als
schwer lösliche Einschlusskörper präzipitieren. Eine Analyse des löslichen
Proteinanteils nach Lyse ergab jedoch, dass der Effekt der Ethanol-Zugabe nur
gering ist (nicht gezeigt). Die späte Induktion erst bei einer OD600 von 0,8 erweist sich
gegenüber einer Induktion bei OD600 von 0,6 jedoch unter diesem Aspekt als
vorteilhaft. Da man keinen Unterschied bezüglich der Expressionsstärke bei
Verwendung der beiden IPTG-Konzentrationen erkennen kann, wäre für die
Expression eine Induktion mit 62 µM IPTG ausreichend. Da dies nicht bei allen
exprimierten Proteinen zuzutreffen schien, wurde die für alle Klone günstige IPTG-
Konzentration von 100 µM durchgängig gewählt.
Reinigung der GST-Fusionsproteine
Um bei der Lyse mittels Ultraschall einen möglichst hohen Anteil des induzierten
Proteins im löslichen Anteil zu erhalten, erwies sich im Vergleich mehrerer Lyse-
Puffer der Puffer IV (s. 2.1.18.2) mit 1 mM DTT als der geeignetste, der auch als
Waschpuffer in den folgenden Reinigungsschritten verwendet wurde.
Um bei der Gewinnung der Proteine aus dem bakteriellen Lysat einen hohen
Reinheitsgrad und eine gute Ausbeute zu erzielen, wurde eine FPLC-
Chromatographie mit einer 1 ml-Glutathion-Sepharose-Säule durchgeführt.
Zusätzlich zum automatisierten Ablauf bietet das FPLC-System den Vorteil, dass
man den Verlauf der Reinigung anhand von Messwerten verfolgen kann (Abb. 16).
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Da bei der Glutathion-abhängigen Affinitätsreinigung nicht mit zunehmender
Ionenstärke, sondern durch Kompetition freien Glutathions eluiert wird, ist hier nicht
die Messung der Leitfähigkeit entscheidend, sondern die UV(280 nm)-Absorption der
Lösung nach der Säule. Da Proteine ein Absorptionsmaximum bei 280 nm haben,  ist
hiervon der relative Proteingehalt abzuleiten. Die Höhe des Maximums schwankt bei
den verschiedenen GST-Fusionsproteinen abhängig von unterschiedlichen
Expressionseffizienzen.
Abbildung 17: Eluat der FPLC-Reinigung von GST-PATZ160-380 (#10). Die Fraktionen 3-14
der Elution wurden auf einem 12,5 % Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie-Blau
gefärbt. Die grösste Menge des Fusionsproteins eluiert mit den Fraktionen 8 und 9. Daneben
ist mit der Hauptmenge in den Fraktionen 9 und 10 auch degradiertes GST ohne
Fusionsanteil mit gereinigt worden.
Abbildung 16: Beispielhafte Darstellung eines FPLC-Chromatogramms einer
Reinigung von GST-Fusionsproteinen (GST-#10, PATZ). Im Chromatogramm sind der
Anteil des Glutathion-haltigen Elutionspuffers, der dem Waschpuffer zugemischt wird
(festgelegter Parameter), sowie die UV-Absorption (Verlauf der Reinigung) wiedergegeben.
Da die Pufferflussrate sowie die Leitfähigkeit keine weiteren Informationen über den Verlauf
der Reinigung liefern, sind sie nicht dargestellt. Das erste Maximum der UV-Absorption (A)
zeigt das geladene Gesamtprotein, das von der Säule gewaschen wird. Das zweite




















































Die UV-Absorption spiegelt für das verwendete Aufreinigungsverfahren ein scharfes
Elutionsmaximum wieder, das sich bei Betrachtung der einzelnen Fraktionen nach
elektrophoretischer Auftrennung und Coomassie-Färbung bestätigt (Abbildung 17): In
diesem Beispiel, das die Reinigung von GST-#10 (PATZ160-380) zeigt, befindet sich
der grösste Anteil des gereinigten Proteins in drei der in der Gelelektrophorese
betrachteten zwölf Fraktionen. In diesem Gel zeigt sich auch das bei
unterschiedlichen Fusionsproteinen unterschiedlich stark auftretende Phänomen
eines hohen Anteils von mitgereinigtem, unfusioniertem GST, das wahrscheinlich
aufgrund proteolytischer Aktivität im Lysat entstanden ist.
Größe der GST-Fusionsproteine
Abbildung 18A zeigt ein Coomassie-gefärbtes Polyacrylamidgel, auf dem mittels
Glutathion-Sepharose gereinigte GST-Fusionsproteine aufgetrennt wurden. Hier wird
nicht das Ergebnis der FPLC-Reinigungen gezeigt, sondern einer batch-Reinigung,




































































Abbildung 18: Größe der GST-Fusionsproteine. Batch-gereinigte GST-Fusionsproteine
weisen z.T. mehr Verunreinigungen auf, als FPLC-gereinigte Proteine. Der GST-
detektierende Western-Blot (B) zeigt jedoch, dass einige der Verunreinigungen
Degradationsprodukte sind, in denen der GST-Anteil noch vorhanden ist. Diese
Abbauprodukte werden auch in der FPLC miteluiert. A und B: je 5 µl Glutathionsepharose
mit gebundenem Fusionsprotein wurden in 10 µl 2xSDS-Probenpuffer aufgekocht und auf
12,5 % Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. A : Coomassiefärbung B: Western-Blot:
Erstantikörper: polyklonales Kaninchen-anti-GST-Serum (1:1000), Zweitantikörper:










#10 58 kDa (Hauptbande) 28 kDa 24 kDa √
#16 53 kDa 23 kDa 24,6 kDa √
#44 36 kDa 6 kDa 6,8 kDa √









#25 53 kDa 23 kDa 22,9 kDa √
#40 70 kDa 40 kDa 37,7 kDa √
#47 46 kDa 16 kDa 20,6 kDa ≤
#59 65 kDa 35 kDa 32,6 kDa √
#79 55 kDa 25 kDa 28,9 kDa ≤
kann jedoch die Größe der GST-Fusionsproteine abschätzen und den errechneten
Größen gegenüberstellen (Tabelle 4). Für die meisten Proteine konnte eine gute
Übereinstimmung der experimentell ermittelten und der errechneten Größe ermittelt
werden. Abbildung 18B zeigt die Western-Blot-Analyse der gleichen Proben, wobei
der GST-Anteil der Fusionsproteine detektiert wurde.
3.3.2 In vitro-Interaktion mit L2 – GST-Pulldown
Das Hefe Two Hybrid System zeigt in vivo Interaktionen, die im Milieu des Nukleus
der Hefezelle vorliegen. Damit muss weder eine auch in der Säugerzelle vorhandene
Interaktion beschrieben werden, noch eine direkte, physikalische Interaktion der
beiden betrachteten Proteine, denn Faktoren der Hefezelle können zum Entstehen
der Bindung beitragen.
Um bait- und prey-Protein auf ihre direkte Bindung zu testen, überprüft man diese in
einem in vitro-Experiment, dem sogenannten GST-Pulldown.
Nach Dialyse mit dem entsprechenden Puffer konnten die gereinigten GST-
Fusionsproteine ihren weiteren Verwendungszwecken zugeführt werden, u.a. dem
GST-Pulldown. Die weitere Analyse sollte zunächst auf diejenigen Klone beschränkt
werden, die mit mehr als einem L2-Protein interagiert hatten. Neben #10 (Fragment
von PATZ), #16 (PLINP), #44 (PMSP) und #557 (Fragment von TIN-Ag-RP) wurde
Tabelle 4: Vergleich der apparenten Molekulargewichte der GST-Fusionsproteine mit
aus der Sequenz errechneten Protein-Größen. Die durch den Vergleich mit dem
Molekulargewicht-Standard nach Elektrophorese abgeleiteten Molekulargewichte abzüglich
des GST-Anteils (ca. 30 kDa) wurden mit den aus der Aminosäure-Sequenz errechneten
Molekulargewichten verglichen. Für die meisten Proteine kann eine gute Übereinstimmung
gefunden werden. A:  Aufstellung der in Abbildung 18 gezeigten Proteine. B :
zugrundeliegendes Gel nicht gezeigt.
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auch #79 (Fragment von lysosomaler α-Mannosidase) einbezogen, da dieses nach
weniger strengen Kriterien auch eine mögliche Interaktion mit HPV16 L2 im Hefe-
System gezeigt hatte. Die entsprechenden GST-Fusionsproteine wurden in einem
GST-Pulldown-Experiment verwendet. Für alle fünf Proteine konnte eine direkte
Interaktion mit HPV16 L2 gezeigt werden, nicht aber für das als Negativkontrolle
verwendete GST (Abbildung 19).
Die Expression des hier eingesetzten HPV16 L2 erfolgte in Insektenzellen. Aufgrund
der technischen Probleme bei der Expression von L2, konnte zum Zeitpunkt der
Analyse im Gegensatz zu HPV11 L2 nur HPV16 L2 in ausreichender Menge mit Hilfe
rekombinanter Baculoviren und in kultivierten Säugerzellen exprimiert werden. Eine
in vitro-Interaktion der GST-Fusionsproteine wurde somit nur mit HPV16 L2, nicht
aber mit HPV11 L2 untersucht.
Abbildung 19: Nachweis der in vitro-Interaktion von HPV16 L2 mit im Hefesystem
gewonnenen Klonen durch GST-Pulldown. Der Vergleich der Signalstärken im
Western-Blot zeigt im Vergleich mit der Input-Spur eine starke Bindung von L2 an die
untersuchten Fusionsproteine, die sich deutlich über den Hintergrund (Negativkontrolle
GST) hervorhebt. Das Pulldown-Experiment wurde durch Auftrennen der Eluate im
12,5 % Acrylamidgel und anschließenden Western-Blot ausgewertet. Erstantikörper:















































3.3.3 Lokalisation von EGFP-Fusionsproteinen in Säugerzellen
Nachdem die direkte Bindung von L2 und den im Hefesystem gefundenen Proteinen
bestätigt werden konnte, sollte nun die Analyse der Klone im authentischen Umfeld,
der menschlichen Zelle, durchgeführt werden. Mittels der Expression von EGFP-
Fusionsproteinen in Zellen kann man Einsicht in die Lokalisation des Fusionsproteins
gewinnen, welche insbesondere bei noch nicht beschriebenen Proteinen erste
Hinweise auf sein funktionelles Umfeld geben kann. Zudem kann eine Koexpression
mit dem bait-Protein, hier L2, auch zeigen, ob in den Zellen eine Interaktion vorliegt,
und damit die Ergebnisse aus dem Hefe-System und der in vitro-Interaktion
bestätigen.
Die cDNAs #10, #16, #44 und #79 konnten über EcoRI und geeignete 3’ liegende
Schnittstellen aus dem pACT2-Klon in den Expressionsvektor pEGFP-C3 umkloniert
werden. Anstelle von #557 wurde der Volllänge-Klon TIN-Ag-RP in den
Expressionsvektor eingefügt. Dazu konnte er aus dem von T. Wex (Universität
Magdeburg) zur Verfügung gestellten pcDNA3.1-Klon über BamHI und XbaI in
pEGFP-C3 überführt werden.
Kontrolle der Expression
Um die Expression zu überprüfen, wurden 293T-Zellen mit den
Expressionskonstrukten transfiziert und die Menge und Größe der exprimierten
EGFP-Fusionsproteine in einem Western-Blot überprüft. Dabei mussten einige Klone
verworfen werden, da trotz Überprüfung auf DNA-Ebene mittels Restriktionsanalyse
keine Expression oder nur Expression von EGFP ohne Fusionsanteil stattfand.
Abbildung 20 zeigt die ausgewählten und weiterhin verwendeten pEGFP-cDNA-
Klone. Die aus dem Western-Blot abgeleiteten Größen der Fusionsproteine werden
in Tabelle 5 den errechneten Proteingrößen gegenübergestellt. Nicht bei allen
Proteinen zeigt sich hier eine gute Übereinstimmung, Abweichungen zeigen sich bei
PATZ und #79. Es ist aber durchaus möglich, dass Proteine in der Gelelektrophorese
ein anderes Laufverhalten zeigen, als erwartet wird.
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Klon Molekulargewicht







PATZ160-380 68 kDa 36 kDa 24 kDa ≥
PLINP 53 kDa 21 kDa 24,6 kDa √
PMSP 38 kDa 6 kDa 6,8 kDa √
#79 53 kDa 21 kDa 14 kDa ≥
TIN-Ag-RP 70 kDa 38 kDa 40 kDa √
PLINP c.a. 53 kDa 21 kDa 24,6 kDa √
Lokalisation der überexprimierten Proteine in der Zelle – Kolokalisation mit L2
Anschließend wurden 911-Zellen mit den EGFP-Expressionsplasmiden transfiziert
und die Lokalisation der EGFP-Fusionsproteine nach Ethanol-Fixierung mittels
Konfokaler Mikroskopie analysiert. Zusätzlich wurden Zellen mit den EGFP-
Expressionsplasmiden und dem HPV16 L2-Expressionsplasmid UF3-HPV16L2hu
gemeinsam transfiziert. Um die Lokalisation des exprimierten L2 zu bestimmen,
Tabelle 5: Vergleich von experimentell bestimmtem apparenten und errechnetem
Molekulargewicht der EGFP-Fusionsproteine. In der Tabelle sind die in der Western-Blot-
Analyse (Abb. 20) bestimmten Molekulargewichte abzüglich des EGFP-Anteils (ca. 30 kDa)
mit den aus der Aminosäure-Sequenz errechneten verglichen. Für PLINP, PMSP, TIN-Ag-RP
und das PLINP-Homolog aus der Grünen Meerkatze zeigt sich jeweils eine Übereinstimmung
der beiden Werte, während die experimentell bestimmten Größen von PATZ160-380  und #79




















































Abbildung 20: Expression von EGFP-Fusionsproteinen in 293T-Zellen.  2x107 293T-
Zellen wurden zwei Tage nach Transfektion in 100 µl PBS und 150 µl 2xSDS-Probenpuffer
lysiert. 10 µl Aliquots wurden auf einem 12,5 % Polyacrylamidgel aufgetrennt und in eine
Western-Blot-Analyse überführt. Der Nachweis der EGFP-Fusionsproteine erfolgte mittels
Maus-α-GFP (1:4000), GAMPO (1:4000) und ECL-Reaktion. Aus dem Blot können die
Größen der EGFP-Fusionsproteine abgeleitet werden (vgl. Tabelle 5). Da EGFP-PATZ160-380
wahrscheinlich wegen geringerer Expression nur ein schwaches Signal zeigte, wurde ein
zweiter Film länger exponiert. Der entsprechende Ausschnitt ist im rechten Teil der
Abbildung wiedergegeben.
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musste es mittels indirekter Immunfluoreszenz-Färbung sichtbar gemacht werden.
Als Kontrollen zur Lokalisation von GFP-Proteinen unter Einfluss von L2 und als
Kontrollen des Einflusses von GFP-Proteinen auf die Zellen wurde das nur EGFP
exprimierende Plasmid pEGFP-C3, sowie ein Histon H1-GFP exprimierendes
Plasmid (A. Alonso, DKFZ) verwendet.
Die Expression von HPV16 L2 resultiert ähnlich wie schon von Day et al. für
BPV1 L2 beschrieben in einer punktartigen Verteilung im Zellkern (Abbildung 21.A).
Da beschrieben wurde (Florin et al. 2001), dass HPV33 L2 bei der Expression in
Säugerzellen zunächst eine homogene Verteilung im Kern aufweist und dann erst in
punktartigen Kerndomänen nachzuweisen ist, und zudem in allen betrachteten
Präparaten einige wenige HPV16 L2-positive Zellen eine homogene Kernfärbung
zeigen, wurde untersucht, ob sich die L2-Lokalisation zeitabhängig verändert. Dazu
B: PATZ160-380 + L2A: PATZ160-380
Abbildung 22: Subzelluläre Lokalisation von EGFP-PATZ160-380 und HPV16 L2 in 911-
Zellen.  EGFP-PATZ160-380 ist in subnukleären Strukturen lokalisiert und kolokalisiert dort mit
HPV16 L2. A: Lokalisation von EGFP-PATZ160-380. B: Koexpression und Kolokalisation von
EGFP-PATZ160-380 und HPV16 L2 nach Transfektion mit pEGFP-C3-PATZ160-380 und UF3-
HPV16L2hu. Nachweis von HPV16 L2: Serum #20 (1:200) / Ziege-α-Kaninchen-Cy3 (1:400)
Abbildung 21: Subzelluläre Lokalisation von HPV16 L2 und GFP-Fusionsproteinen
in 911-Zellen.  HPV16 L2 ist in Punktstrukturen im Zellkern lokalisiert und wird in seiner
Lokalisation durch GFP nicht beeinflusst. Lokalisation von A: HPV16 L2, B: HPV16 L2
und Histon-H1-GFP-Fusionsprotein und C: HPV16 L2 und EGFP nach Transfektion mit
UF3-HPV16L2hu sowie pGFP-N1-H1 bzw. pEGFP-C3. Nachweis von HPV16 L2: Serum
#20 (1:200) / Ziege-α-Kaninchen-Cy3 (1:400)
A: HPV16 L2 B: Histon H1 + L2 C: EGFP + L2
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wurden 911-Zellen mit UF3-HPV16L2hu transfiziert und zu verschiedenen
Zeitpunkten Proben gefärbt. Es wurde ein Zeitraum von 2 h bis 50 h nach der
Transfektion betrachtet. Eine Expression von HPV16 L2 konnte durch
Immunfluoreszenzfärbung ab 14 h nach Transfektion (Zeitpunkt des
Mediumwechsels) festgestellt werden. Schon zu diesem Zeitpunkt wiesen fast alle
positiven Zellen die punktartige Verteilung von L2 auf. Das Verhältnis von Zellkernen
mit homogener Färbung zu Zellkernen mit Punktstruktur veränderte sich in der Zeit
von 14 h-50 h nach der Transfektion nicht signifikant.
Kolokalisation von L2 und Interaktionspartnern im Zellkern
Wie von Fedele et al. beschrieben, lokalisiert auch Klon #10 (PATZ160-380) in einem
punktartigen Muster. Bei Koexpression mir HPV16 L2 konnte eine fast vollständige
Kolokalisation der beiden Proteine gezeigt werden (Abbildung 22A und 22B).
Das gleiche gilt für PLINP: Das EGFP-Fusionsprotein findet sich innerhalb des Kerns
in punktartigen subnukleären Domänen (Abbildung 23A), in denen es nach
Koexpression mit L2 eindeutig kolokalisiert (Abbildung 23B-D). In welcher Beziehung
Abbildung 23: Subzelluläre Lokalisation von EGFP-PLINP(#16) und HPV16 L2 in
911-Zellen.  PLINP ist in nukleären Punktstrukturen lokalisiert und kolokalisiert dort mit
HPV16 L2 nach Koexpression. A: Lokalisation von PLINP ohne L2-Koexpression. B-D:
Koexpression von EGFP-PLINP und HPV16 L2. B: Lokalisation von PLINP. C :
Lokalisation von HPV16 L2. D: Überlagerung von B und C. Nachweis von HPV16 L2:
Serum #20 (1:200) / Ziege-α-Kaninchen-Cy3 (1:400)
A: PLINP B: PLINP








die beiden zuvor schon als Interaktionspartner charakterisierten Proteine dabei
stehen, lässt sich hier nicht beurteilen, da beide allein ebenfalls in den punktartigen
Strukturen zu finden sind. Dabei ist allerdings anzunehmen, dass in den nur mit dem
L2-Expressionskonstrukt transfizierten Proben endogenes PLINP-Protein - wenn
auch in geringeren Mengen als im überexprimierten Zustand - in den Kerndomänen
anwesend ist.
PMSP ist rein cytoplasmatisch lokalisiert (Abbildung 24A). Dieses Bild ändert sich bei
Koexpression mit HPV16 L2 deutlich: L2 ist wie beschrieben in diskreten Punkten
innerhalb des Kerns zu finden. Hier findet sich auch der Großteil des EGFP-PMSP-
Proteins, nur ein relativ geringer Anteil ist weiterhin im Cytoplasma zu finden
(Abbildung 24B-D). Das virale Protein L2 hat also einen Einfluss auf die Lokalisation
des zellulären Interaktionspartners.
Abbildung 24: Subzelluläre Lokalisation von EGFP-PMSP und HPV16 L2 in 911-Zellen.
PMSP liegt cytoplasmatisch vor, ist aber nach Koexpression mit HPV16 L2 in
Punktstrukturen im Zellkern mit L2 kolokalisiert. A: Lokalisation von PMSP ohne L2-
Koexpression. B-D: Koexpression von EGFP-PMSP und HPV16 L2. B: Lokalisation von
PMSP. C: Lokalisation von HPV16 L2. D: Überlagerung von B und C. Nachweis von
HPV16 L2: Serum #20 (1:200) / Ziege-α-Kaninchen-Cy3 (1:400)
B: PMSP









Um auszuschließen, dass überexprimiertes HPV16 L2 beliebige GFP-Proteine
dahingehend beeinflusst, sich in nukleären Punkten anzuordnen, wurde L2 mit EGFP
als einem cytoplasmatischen Protein und mit Histon H1-GFP als einem Protein des
Zellkerns koexprimiert. Die Präparate zeigen, dass L2 keinen Einfluss auf die
Lokalisation der beiden GFP-Proteine hat und umgekehrt (Abbildung 21B und 21C).
Die Kolokalisation von HPV16 L2 mit PATZ160-380, PLINP und PMSP unterstreicht die
Spezifität der im Hefe-System und im GST-Pulldown gefundenen Interaktion.
Besonders deutlich wird dies bei der Koexpression von PMSP und L2, da hier L2
einen sichtbaren Einfluss auf PMSP ausübt.
Koexpression von L2 und Klon #79
(Teilsequenz der lysosomalen α-Mannosidase)
Die Lokalisation des EGFP-#79-Fusionsproteins, das einen Teil der lysosomalen α-
Mannosidase darstellt, ist cytoplasmatisch, wobei es lokal akkumuliert (Abbil-
dung 25A). Diese Akkumulationen können Präzipitate im Cytoplasma als Folge der
Überexpression sein oder auf eine spezifische Lokalisation z.B. in Lysosomen
hinweisen. Bei Koexpression mit L2 kann man Anteile beider Proteine im Cytoplasma
und im Kern detektieren. (Abbildung 25B-C). Wenn diese partielle Delokalisation
beider Proteine direkt auf die Koexpression zurückzuführen ist, sollte man aber
Abbildung 25: Subzelluläre Lokalisation von EGFP-#79 und HPV16 L2 in 911-Zellen.
Bei alleiniger Expression liegt #79 cytoplasmatisch und L2 im Nukleus vor. Nach
Koexpression beider Proteine findet man partielle Kolokalisation.  A: Lokalisation von
EGFP-#79. B-D: Koexpression von EGFP-#79 und HPV16 L2. B: Lokalisation von #79.
C: Lokalisation von HPV16 L2. D: Überlagerung von B und C. Nachweis von HPV16 L2:




anmerken, dass es sich bei #79 nur um ein Teilstück der Mannosidase handelt, das
sich möglicherweise anders verhält als das wesentlich größere Volllänge-Protein.
Im physiologischen Kontext trifft zudem eher nicht das neu-synthetisierte L2, sondern
L2 im Viruspartikel mit dem endogenen lysosomalen Protein zusammen.
Koexpression von L2 und TIN-Ag-RP
Das mit EGFP fusionierte Volllänge Protein TIN-Ag-RP ist in der Peripherie der Zelle
lokalisiert (Abbildung 26A). Es ist nicht klar zu unterscheiden, ob das Protein in
Verbindung mit EGFP sezerniert wird wie das unfusionierte Protein, jedoch
widersprechen die Fluoreszenzbilder der Annahme nicht, dass TIN-Ag-RP hier
aussen an die Zelloberfläche gebunden ist. Da das wahrscheinlich sekretierte Protein
nicht in Kontakt mit dem koexprimierten L2 kommt, erkennt man auch keine
wechselseitige Beeinflussung, L2 ist in der zuvor beschriebenen Verteilung im
Zellkern zu finden (Abbildung 26C). Man findet allerdings auch ein davon
abweichendes Bild der TIN-Ag-RP-Verteilung: In einigen Zellen ist das Protein




Abbildung 26: Subzelluläre Lokalisation von TIN-Ag-RP und HPV16 L2 in 911-Zellen.
EGFP-TIN-Ag-RP zeigt zwei unterschiedliche Lokalisationen: peripher oder akkumuliert im
Cytoplasma. Nur die cytoplasmatisch angehäufte Form zeigt partielle Kolokalisation mit
HPV16 L2.  A+B: Lokalisation von EGFP-TIN-Ag-RP. C-F: Koexpression von EGFP-TIN-
Ag-RP und HPV16 L2. C: Lokalisation von TIN-Ag-RP und HPV16 L2. D: Lokalisation von
TIN-Ag-RP. E: Lokalisation von HPV16 L2. F: Überlagerung von D und E. Nachweis von
HPV16 L2: Serum #20 (1:200) / Ziege-α-Kaninchen-Cy3 (1:400)
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(Abbildung 26B). Es könnte sich hier um nicht korrekt gefaltetes oder im ER vor der
Sekretion aggregiertes Protein handeln. Liegt TIN-Ag-RP in dieser Verteilung vor,
kann man bei Koexpression beobachten, dass weniger L2 im Zellkern vorhanden ist,
sondern mit TIN-Ag-RP im Cytoplasma kolokalisiert (Abbildung 26D-F). Auch hier
bleibt anzumerken, dass ein Zusammentreffen der beiden Proteine im Cytoplasma
eher nicht die natürliche Situation wiederspiegelt, in der die beiden
Interaktionspartner zusammentreffen.
3.4 Weitere Charakterisierung von PLINP
Die folgenden Analysen beschränkten sich auf PLINP.
Es schien am aussichtsreichsten, die Klone mit (konditional) nukleärer Lokalisation
weiter zu analysieren, da so möglicherweise Einblick in Mechanismen gewonnen
werden kann, die der von Day et al. beschriebenen Lokalisation von L2 und anderen
Papillomvirus-Proteinen und ihrer postulierten Rolle im Zusammenbau des Virions
zugrundeliegen.
Zwischen den drei Klonen #10 (PATZ), #16 (PLINP) und #44 (PMSP) fiel die Wahl
auf PLINP. Das von cDNA #16 kodierte Protein PLINP ist noch nicht grundlegend
charakterisiert, während dies für PATZ der Fall ist. PMSP ist es auch wert
charakterisiert zu werden, insbesondere da hier ein Einfluss von L2 auf die
Lokalisation des abgeleiteten Proteins beobachtet werden kann. Da das kodierte
Polypeptid aber nur sehr kurz ist, schien Klon #16 (PLINP) mehr Angriffspunkte für
eine weitere Analyse zu bieten.
3.4.1 Nachweis von PLINP-mRNA in verschiedenen Zelllinien mittels RT-PCR
Obwohl die Ergebnisse der Datenbanksuche zeigen, dass PLINP-mRNA in einer
Vielzahl von Geweben zu finden ist, wurde ein RT (Reverse Transkription)-PCR -
Nachweis von PLINP-mRNA in kultivierten Zellen durchgeführt. Ziel dieser
Untersuchung war es, Zellen zu identifizieren, die kein PLINP exprimieren. Eine
Zelllinie, die PLINP nicht exprimiert, wäre für die weitere Analyse möglicher
Funktionen des Proteins - besonders auch in Bezug auf L2 - hilfreich gewesen. Unter
den verwendeten Zelllinien fand sich aber keine, in der die mRNA nicht
nachgewiesen werden konnte. Eine Auswahl der RT-PCR-Ergebnisse ist in
Abbildung 27 dargestellt. Zwar wurde für die Reverse Transkription immer die gleiche
Menge Gesamt-RNA eingesetzt, es erfolgte aber kein Abgleich auf die Expression
eines housekeeping-Gens wie β-Aktin oder GADPH. Daher ist das gezeigte Ergebnis
qualitativ, eine Abschätzung unterschiedlicher Expressionsstärken kann daraus nicht
folgen.
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3.4.2 Expression des Homologs von PLINP aus der Meerkatze in 911-Zellen
Wie schon in Abschnitt 3.2.13. beschrieben, konnte mittels Reverser Transkription
und spezifischer PCR aus CV1-Zellen das Homolog zu PLINP aus der Grünen
Meerkatze (Cercopithecus aethiops) isoliert werden. Das offene Leseraster wurde in
den Expressionsvektor pEGFP-C3 eingefügt. Nach Transfektion von 911-Zellen
zeigte sich das gleiche gepunktete nukleäre Expressionsmuster wie bei der humanen
cDNA (nicht gezeigt).
3.4.3 Identifikation möglicher Interaktionspartner von PLINP
Um mögliche Hinweise auf die Funktion von PLINP zu erhalten, wurde versucht,
zelluläre Interaktionspartner dieses Proteins zu identifizieren. Dies geschieht in zwei
Schritten: Zuerst sind mögliche Proteine zu isolieren, die dann über
Massenspektroskopie charakterisiert werden.
Um potentielle Interaktionspartner zu finden, wurde zunächst das GST-PLINP-
Fusionsprotein an eine 1 ml-Glutathion-Sepharose-Säule gebunden. Ultraschall-
Extrakte aus 911-Zellen in Puffer IV (vgl. 2.2.3.3.1.) wurden über die Säule gegeben,
damit zelluläre Proteine an PLINP binden konnten. Nach Waschen mit 10 Volumina
Puffer IV wurden auf der Säule verbliebene Proteine mittels eines Magnesiumchlorid-
Gradienten von 0,1 M bis 1,0 M eluiert. Es wurden 40 Fraktionen mit einem Volumen
von 200 µl gesammelt und anschließend auf einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt.
Abbildung 27: Nachweis der Transkription von PLINP in Zellkulturzellen. Mittels RT-
PCR wurde nachgewiesen, dass PLINP in verschiedenen humanen Zelllinien sowie in
den miteinander verwandten COS- und CV-1-Zellen (C. aethiops) exprimiert wird. In die
PCR-Reaktionen wurden 5 µl der reversen Transkriptionen als Matritze eingesetzt, für die
Negativkontrollen wurden jeweils die entsprechende Menge der zugrundeliegenden RNA-
Präparation in der PCR verwendet. Da Primer gewählt wurden, die im inneren Bereich der
PLINP-cDNA hybridisieren, sind die PCR-Produkte kürzer als die cDNA (520 bp vs.
670 bp). Analyse auf 1 %-Agarose-Gel.
600
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Da nur geringe Proteinmengen zu erwarten waren, wurde zur Detektion die
Silberfärbung gewählt. Um sicherzustellen, dass die gefundenen Proteine nicht
unspezifisch an die Säulenmatrix oder an den GST-Anteil des Proteins binden,
wurde der Versuch parallel mit an die Säule gekoppeltem GST ausgeführt. Im
Vergleich der silbergefärbten Gele wurden einige Proteinbanden isoliert, die im GST-
Ansatz fehlten. Die entsprechenden Fraktionen wurden mittels Methanol-Chloroform-
Fällung entsalzt und konzentriert. Die gefällten Proben wurden in Probenpuffer
aufgenommen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die zuvor gefundene Bande wurde
nach Färbung identifiziert und von der Massenspektroskopie-Einheit des DKFZ (Dr.
Martina Schnölzer) analysiert.
Die Bande wurde als humanes β-Aktin identifiziert. Da Aktin ein so abundanter
Zellbestandteil ist, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass es sich hier um einen Rest
unspezifisch gebundenes Protein handelt. Es ist aber nicht völlig auszuschließen,
dass es sich um eine spezifische Interaktion handelt. Weitere Proben wurden zum
Zeitpunkt der Abfassung dieser Arbeit noch analysiert.
3.4.4 Mutation der potentiellen Kern-Lokalisationssequenz von PLINP /
Hinzufügen eines Exportsignals
Mutation des potentiellen NLS
Da als einziges erkennbares Motiv ein potentielles Kern-Lokalisationssignal im C-
terminalen Bereich von PLINP gefunden wurde, schien es sinnvoll, dieses zunächst
auf seine Funktion zu testen. Wenn die Interaktion von L2 mit PLINP notwendig ist,
um L2 in die Kerndomänen zu transportieren, könnte man diesen Effekt belegen,
indem man eine für die Kernlokalisation defekte Mutante schafft. Bei Überexpression
könnte diese dann als dominant negative Mutante gegenüber dem endogenen
PLINP-Protein L2 mit sich ins Cytoplasma lokalisieren. Dadurch könnte die
Interaktion von PLINP und L2 belegt werden, da so auszuschließen wäre, dass die
beiden Proteine nur zufällig in der gleichen subnukleären Domäne zusammentreffen.
Zur Mutation des NLS wurden mithilfe geeigneter Primer über PCR die Arginin- und
Lysin-Reste des potentiellen NLS gegen Alanin-Reste ausgetauscht. Nach
Bestätigung der Mutationen durch DNA-Sequenzierung wurde der offene
Leserahmen PLINPNLSmut aus pBluescript in den Expressionsvektor pEGFP-C3
überführt und in 911-Zellen eingebracht. Die Expression des EGFP-Fusionsproteins
wurde mittels Western-Blot mit lysierten, zuvor transfizierten 293T-Zellen überprüft
(Abbildung 34). Die Lokalisation von PLINPNLSmut war jedoch weiterhin nukleär, d.h.
die Mutation des potentiellen NLS beeinflusste die subzelluläre Lokalisation nicht
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(Abbildung 28A und B). Es ist daher anzunehmen, dass die Kern-Lokalisation durch
ein weniger offensichtliches Signal bewirkt wird, das in einer anderen, ebenfalls
Lysin- und Arginin-reichen Region des Proteins liegen mag. Die Feinstruktur der
Lokalisation war weiterhin punktartig innerhalb des Zellkerns, jedoch verändert im
Vergleich zum nicht mutierten Protein: Die Anzahl der punktartigen Domänen war
geringer, allerdings waren sie jeweils größer. Dies mag mit veränderten
Eigenschaften des Proteins in Folge der Mutation einhergehen, durch die eine
basische, nach Computeranalyse wahrscheinlich oberflächenexponierte Region in
eine Alanin-reiche ladungsärmere umgewandelt wurde. Nach Vorhersage von 2D-
SWEEP ist diese Region mit geringer Wahrscheinlichkeit an der Oberfläche zu
finden. Dies mag Einfluss darauf haben, wie sich das Protein zu subnukleären
Strukturen zusammenlagert.
Bei Koexpression von L2 ist ebenfalls eine Kolokalisation der beiden betrachteten
Proteine zu beobachten (Abbildung 28C-F). Allerdings zeigt sich auch hier eine
veränderte Qualität der Domänen: Während L2 und unmutiertes Protein PLINP die
von ihnen gefärbten Strukturen gleichmäßig ausfüllen und durchgehend kolokalisiert
sind, findet sich eine Doppelfärbung von L2 und PLINPNLSmut nur in den
Aussenbereichen der Körperchen. Wegen deren beschriebener veränderter Größe
und Struktur mag dies entweder daran liegen, dass die gegen L2 gerichteten
Antikörper nicht weiter in die Proteindomäne eindringen können, oder dass L2 sich
tatsächlich nur in der Peripherie der Körperchen befindet. Wenn L2 in diesen
vergrößerten Strukturen immer noch mit PLINP kolokalisiert und dies vor allem im
A B C D
E F
Abbildung 28: Subzelluläre Lokalisation von EGFP-PLINPNLSmut (#16NLSmut) und
HPV16 L2 in 911-Zellen. EGFP-PLINPNLSmut ist wie PLINP in nukleären Punktstrukturen
lokalisiert und kolokalisiert dort mit HPV16 L2 nach Koexpression A+B: Lokalisation von
PLINPNLSmut. C-F: Koexpression von EGFP-PLINPNLSmut und HPV16 L2. C: Lokalisation von
PLINP NLSmut. D: Lokalisation von HPV16 L2. E+F: Überlagerung von C und D. C-E:
Projektion. F: Mittelsektion; Nachweis von HPV16 L2: Serum #20 (1:200) / Ziege-α-
Kaninchen-Cy3 (1:400)
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Aussenbereich, könnte man annehmen, dass die Interaktion von L2 mit PLINP
dominanter ist als mit weiteren endogenen Faktoren der Kernkörperchen.
Anfügen eines Kern-Export-Signals an PLINP
Da es durch die Mutation des putativen NLS nicht gelungen war, das Protein PLINP
aus dem Zellkern herauszuhalten, wurde alternativ eine Kern-Exportsequenz (NES)
an den C-Terminus des Proteins angehängt. Dazu wurde über PCR ein für die
Sequenz LQLPPLERLTL kodierender Bereich angefügt. Mittels Western-Blot wurde
die Expression des EGFP-Fusionsproteins PLINPNES in 293T-Zellen überprüft
(Abbildung 34). Die Hauptbande, die sich durch den gegen GFP gerichteten
Antikörper nachweisen lässt, entspricht der erwarteten Größe des Fusionsproteins.
Weitere, kleinere Banden weisen aber darauf hin, dass EGFP-PLINPNES in seiner
Stabilität beeinträchtigt ist und Abbauprodukte vorliegen.
Nach Transfektion von 911-Zellen mit dem Expressionsvektor und mikroskopischer
Analyse der Lokalisation konnte man zahlreiche Zellen finden, in denen das
Fusionsprotein nicht mehr oder nicht mehr ausschließlich im Kern zu finden war.
Häufig fand sich die in Abbildung 29 gezeigte Verteilung, bei der sich ein Teil des
Proteins weiterhin in punktartigen Domänen innerhalb des Kerns befand, aber ein
deutlicher Anteil auch im Cytoplasma, in einer perinukleären Verteilung. Dies ist
konsistent mit der Tatsache, dass in PLINPNES das Kern-Lokalisationssignal und
andere Sequenzeigenschaften des Proteins nicht verändert wurden. Man kann also
annehmen, dass das Protein in den Kern transportiert wird, aufgrund des
A
B
Abbildung 29: Subzelluläre Lokalisation von EGFP-PLINPNES (#16NES) in 911-Zellen.
Das Anfügen der NES an EGFP-PLINP führt dazu, das Anteile des Proteins cytoplas-
matisch lokalisiert sind. A+B: Lokalisation nach Transfektion
Ergebnisse 91
Exportsignals dann wieder ins Cytoplasma gelangt, von wo es dann wieder in den
Kern transportiert wird usw.. Es wurden auch einige Zellen beobachtet, in denen die
PLINP-spezifische Fluoreszenz nur im Kern zu detektieren war. Hier kann man
vermuten, dass es sich um teilweise degradiertes Protein handelt, dem die NES fehlt
(s. Western-Blot, Abbildung 34). Bei Koexpression mit L2 kann man erkennen, dass
L2 auch vornehmlich im Kern zu finden ist. In Zellen, in denen aber PLINPNES in der
beschriebenen cytoplasmatischen Verteilung zu finden ist, kann man aber auch eine
überlappende Lokalisation von L2 finden (Abbildung 30). Dies lässt den Schluss zu,
dass das Protein PLINP einen Einfluss auf die Lokalisation von L2 hat, da es
offensichtlich in der Lage ist, dieses aus seiner beobachteten Lokalisation im Kern in
das Cytoplasma zu bringen.
Abbildung 30: Subzelluläre Lokalisation von EGFP-PLINPNES (#16NES) und HPV16 L2 in
911-Zellen. Die Koexpression mit EGFP-PLINPNES führt dazu, dass auch Anteile von
HPV16 L2 cytoplasmatisch lokalisiert sind. Es sind zwei Beispiele gezeigt: A-C und D-F.
A+D: Lokalisation von EGFP-PLINPNES. B + E : Lokalisation von HPV16 L2. C + F :





3.4.5 Deletionsmutanten von PLINP
Um mehr über funktionelle Domänen zu erfahren, bietet es sich an,
Deletionsmutanten herzustellen, deren Verhalten man mit dem des Volllängeproteins
vergleicht. Deletionsmutanten von PLINP wurden in die Expressionsvektoren pGEX
und pEGFP kloniert. Dabei ergaben sich schließlich sechs Mutanten, die in
Abbildung 31 schematisch gezeigt sind: Drei Mutanten bestehen aus unterschiedlich
langen, vom N-Terminus ausgehenden Bereichen bis zu Aminosäure 51, 65 oder
104. Die drei anderen Mutanten umfassen jeweils den C-Terminus bis einschließlich
Aminosäurerest 222 und beginnen mit Aminosäure 65, 104 bzw. 163. Die GST-
Fusionsproteine konnten exprimiert werden (Abbildung 32) und wiesen in etwa die
erwarteten Molekulargewichte auf. Bei vier Proteinen war das Molekulargewicht
höher als erwartet, jedoch blieb diese Abweichung in einem tolerablen Rahmen.
3.4.5.1 Test der PLINP-Deletionsmutanten auf in vitro Bindung an L2
Auch für die Deletionsmutanten von PLINP sollte wie für die Klone aus dem Two
Hybrid Screening zunächst die in vitro-Bindung an L2 getestet werden. Dazu wurden
sie als GST-Fusionsproteine exprimiert und in einem Pul ldown-Experiment
eingesetzt, wie in Abschnitt 2.2.3.4. beschrieben.
Abbildung 31: Eigenschaften der Deletionsmutanten von PLINP. Aus der subzellulären
Lokalisation der GFP-Fusionsproteine sowie dem Pulldown-Experiment wurde abgeleitet,
welche Bereiche für die Lokalisation und die HPV16 L2-Interaktion relevant sind. Demnach
ist für die L2-Interaktion der Bereich der Aminosäuren 163-222 wichtig, das
Kernlokalisationssignal liegt zwischen den Resten 104 und 163, und für die Lokalisation in
nukleäre Punktstrukturen werden die Aminosäuren 1-51 benötigt. Die Aminosäurereste 51-
65 haben zusätzlich einen Einfluss auf den Charakter der punktartigen Domänen und die
Kolokalisation mit L2. Obwohl PLINP∆65-222 und PLINP∆51-222 das NLS fehlt, sind sie aufgrund
ihrer geringen Größe auch als EGFP-Fusionsproteine in der Lage, in den Kern zu gelangen.
PLINP∆1-163  -         -         +
PLINP∆1-104  +        -         +
PLINP∆1-65  +        -          -
PLINP∆163-222  +        +         -
PLINP∆65-222     +        +         -
PLINP∆51-222     +        +         -
PLINPNLSmut       +        +        n.d.
   PLINPNES         +        +        n.d.
Lokalisation in  L2-Inter-
   Kern  „dots“    aktion







Durch anschließende Western-Blot-Analyse (Abbildung 33) konnte gezeigt werden,
dass die Deletionsmutanten PLINP∆1-163 und PLINP∆1-104 HPV16 L2 binden. Wenn
man vergleicht, welche Bereiche des Proteins sie gemeinsam haben, kann man
daraus ableiten, dass die Region für die L2-Interaktion von PLINP innerhalb der C-
terminalen 59 Aminosäuren liegt. Man sollte in diesem Fall auch eine Bindung von L2











PLINP∆1-163 36 kDa 6 kDa 6,5 kDa √
PLINP∆1-104 48 kDa 18 kDa 13,1 kDa ≥
PLINP∆1-65 51 kDa 21 kDa 17,4 kDa ≥
PLINP∆51-222 36 kDa 6 kDa 5,7 kDa √
PLINP∆65-222 40 kDa 10 kDa 7,2 kDa ≥
PLINP∆163-222 51 kDa 21 kDa 18,1 kDa ≥
PLINPNLSmut 55 kDa 25 kDa 24 kDa √
Tabelle 6: Deletionsmutanten von PLINP : Vergleich der apparenten Molekulargewichte
der GST-Fusionsproteine mit aus der Sequenz errechneten Protein-Größen. Die aus
dem Western-Blot bestimmten Molekulargewichte abzüglich des GST-Anteils wurden mit den
errechneten Molekulargewichten verglichen. Bei den meisten Mutanten weichen die
experimentell bestimmten Molekulargewichte nach oben ab.
Abbildung 32: Größe der PLINP-Mutanten als GST-Fusionsproteine. A und B: je 5 µl
Glutathionsepharose mit gebundenem Fusionprotein wurden in 10 µl 2xSDS-Probenpuffer
aufgekocht und auf 12,5 % Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. A: Coomassiefärbung B:
Western-Blot: Erstantikörper: polyklonales Kaninchen-α -GST-Serum (1:1000),









































































































































Faltung bedingt sein, denn die Expression im bakteriellen System konnte gezeigt
werden. Mit der gleichen Mutante als EGFP-Fusionsprotein gab es auch bei der
Transfektion und Fluoreszenzdetektion Probleme (s. Abschnitt 3.4.5.2.), hier waren
vergleichsweise wenige Zellen eines gegebenen Präparats positiv.
3.4.5.2 Subzelluläre Lokalisation der PLINP-Deletionsmutanten
Mit Hilfe der EGFP-fusionierten Deletionsmutanten von PLINP sollten hier zunächst
zwei Fragen betrachtet werden: Einmal sollte die subzelluläre Lokalisation Auskunft
darüber geben, welche Proteinbereiche des Volllänge-Proteins für die Lokalisation
verantwortlich sind, zum zweiten sollte über Koexpression von L2 geklärt werden,
inwieweit PLINP-Mutanten bei veränderter Lokalisation in der Lage sind, die für L2
charakteristische nukleäre Punktstruktur zu verändern. Dies sollte weiteren
Aufschluss über die L2-Interaktions-Domäne geben, und zudem klären, ob PLINP für
die Lokalisation von L2 in die subnukleären Domänen verantwortlich ist.
Expressionskontrolle
Zunächst wurden 293T-Zellen mit den Expressionskonstrukten transfiziert und
anhand eines GFP-detektierenden Western-Blots die Expression der
Fusionsproteine überprüft (Abbildung 34). Hier war insbesondere von Interesse, ob
die Proteingrößen mit den für die Deletionsmutanten errechneten übereinstimmten.












































































Abbildung 33: In vitro-Interaktion der PLINP-Deletionsmutanten mit HPV16 L2. Die
Mutanten PLINP∆1-163 und PLINP∆1-104  binden im Pulldown-Experiment HPV16 L2. Das
Pulldown-Experiment wurde durch Auftrennen der Eluate im 12,5 % Acrylamidgel und
anschließenden Western-Blot ausgewertet. Erstantikörper: polyklonales RαHPV16 L2-












PLINP∆1-163 39 kDa 7 kDa 6,5 kDa √
PLINP∆1-104 50 kDa 18 kDa 13,1 kDa ≥
PLINP∆1-65 51 kDa 19 kDa 17,4 kDa √
PLINP∆51-222 38 kDa 6 kDa 5,7 kDa √
PLINP∆65-222 40 kDa 8 kDa 7,2 kDa √
PLINP∆163-222 51 kDa 19 kDa 18,1 kDa √
PLINPNLSmut 55 kDa 23 kDa 24 kDa √
PLINPNES 56 kDa 24 kDa 25,8 kDa √
Tabelle 7: Deletionsmutanten von PLINP: Vergleich von experimentell bestimmtem
apparenten und errechnetem Molekulargewicht der EGFP-Fusionsproteine. In der
Tabelle sind die in der Western-Blot-Analyse (Abb.34) bestimmten Molekulargewichte
abzüglich des EGFP-Anteils (ca. 30 kDa) mit den aus der Aminosäure-Sequenz errechneten
verglichen. Abgesehen von PLINP∆1-104 ergibt sich eine gute Übereinstimmung von
errechnetem und aus dem Western-Blot bestimmten Molekulargewicht.
Lokalisation der Mutanten
Nach Expression der EGFP-Fusionskonstrukte in 911-Zellen konnten drei
verschiedene Lokalisationen beobachtet werden: Die kürzeste nur den C-Terminus
enthaltende Mutante PLINP ∆1-163 war im Cytoplasma zu finden (Abbildung 35A.), die
beiden längeren, den C-Terminus einschließenden Mutanten (PLINP∆1-65 und
PLINP∆1-104) zeigten eine diffuse Kernfärbung (Abbildung 35C und E) und alle drei
den N-Terminus einschließenden Deletionsmutanten (PLINP∆51-222,  PLINP∆65-222 und
Abbildung 34: PLINP(#16)- Deletionsmutanten: Expression von EGFP-
Fusionsproteinen in 293T-Zellen. 2x107 293T-Zellen wurden zwei Tage nach Transfektion
in 100 µl PBS und 150 µl 2xSDS-Probenpuffer lysiert. 10 µl Aliquots wurden auf einem
12,5 % Polyacrylamidgel aufgetrennt und in eine Western-Blot-Analyse überführt. Der
Nachweis der EGFP-Fusionsproteine erfolgte mittels Maus-α-GFP (1:4000), GAMPO
(1:4000) und ECL-Reaktion. Aus dem Blot können die Größen der EGFP-Fusionsproteine



































































PLINP∆163-222) waren in einer punktförmigen Struktur innerhalb des Zellkerns
lokalisiert (Abbildung 35F, H und K).
Daraus lässt sich schließen, dass zwar das Kern-Lokalisierungssignal von PLINP im
Bereich der Aminosäurereste 104-163 liegt, für die Lokalisierung in den punktartigen
Domänen aber der N-terminale Bereich mit den Aminosäuren 1-51 verantwortlich ist.
Koexpression der PLINP-Deletionsmutanten und L2
Bei Koexpression mit L2 kann man feststellen, dass die cytoplasmatische Mutante
PLINP ∆1-163 nicht in der Lage ist, L2 ebenfalls ins Cytoplasma zu lokalisieren, obwohl
man gerade auch mit dieser Mutante nach den Ergebnissen des Pulldown-
Experiments eine Interaktion erwarten könnte (Abbildung 35B). Mit einer der
Deletionsmutanten PLINP∆1-65, die homogen im Kern verteilt war, konnte keine
Koexpression mit L2 gezeigt werden. Dieser Klon war in der Fluoreszenzmikroskopie
sehr schlecht nachzuweisen und schien wie beschrieben auch als GST-
Fusionsprotein nicht nativ vorzuliegen. Sowohl als GST-Fusionsprotein als auch als
EGFP-Fusionsprotein ließ sich der Klon zwar im Western-Blot nachweisen, jedoch
betrachtet man in dem Fall denaturierte Proteine. Die andere im Kern diffus
lokalisierte Mutante PLINP∆1-104 konnte mit L2 koexprimiert werden. Hier zeigte sich
eine Kolokalisation, d.h. auch L2 war nun homogen im Kern verteilt (Abbildung 35D).
Daher kann man annehmen, dass diese PLINP-Mutante die Fähigkeit hat, mit L2 zu
interagieren und dieses, unabhängig von endogenen Proteinen, aus seiner
normalerweise beobachteten Domäne herauszieht oder fernhält. Bei Koexpression
von L2 mit den weiterhin in punktartigen Domänen lokalisierten PLINP-
Deletionsmutanten fällt auf, dass L2 zwar auch in subnukleären Punktstrukturen zu
finden ist, aber nur mit PLINP∆65-222 und PLINP∆163-222 kolokalisiert (Abbildung 35G
und I), während L2 und PLINP∆51-222 in zwar benachbarten, aber deutlich voneinander
unterschiedenen Domänen lokalisiert sind. (Abbildung 35L) Da sich diese
Deletionsmutante und die nächstlängere PLINP∆65-222 nur um 15 Aminosäurereste
unterscheiden, muss man annehmen, dass in diesem Sequenzabschnitt
entscheidende Informationen zur Qualität der gebildeten punktartigen Strukturen
kodiert sind, während zur eigentlichen Bildung von subnukleären Punkten die N-
terminalen 51 Aminosäuren ausreichend sind.
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H: PLINP∆163-222 I: PLINP∆163-222
  + L2
A: PLINP ∆1- 163  B: PLINP∆1- 163
+L2









 +  L2
F: PLINP∆65-222
Abbildung 35: Subzelluläre Lokalisation von Deletionsmutanten von EGFP-PLINP
und HPV16 L2 in 911-Zellen.  Die Deletion von Bereichen von PLINP ändert seine
subzelluläre Lokalisation und die relative Lokalisation zu HPV16 L2 bei Koexpression (s.
Text, Abschnitt 3.4.5.2.). A, C, E, F, H, K: Expression der in der Abbildung
angegebenen Deletionsmutanten als EGFP-Fusionsproteine. B, D, G, I, L:
Koexpression von HPV16 L2 mit den in der Abbildung vermerkten Deletionsmutanten;
Nachweis von HPV16 L2: Serum #20 (1:200) / Ziege-α-Kaninchen-Cy3 (1:400)
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Zusammenfassung der Deletions-Analyse von PLINP
Die Ergebnisse der Deletions-Studie sind schematisch in Abbildung 31
zusammengefasst: Für die Interaktion von L2 mit PLINP reichen nach den
Ergebnissen des Pulldowns die Reste 163-222 aus. Wenn mit der diese
Aminosäuren umfassenden Mutante innerhalb der Zelle keine L2-Kolokalisation
beobachtet werden konnte, mag man dies so erklären, dass für eine Interaktion in
der Zelle die Umgebung des Zellkerns benötigt wird, die Deletionsmutante aber erst
gar nicht in den Kern gelangt. Dass eine Interaktion zwischen PLINP und L2
ausserhalb des Nukleus bestehen kann, zeigen al lerdings die
Kolokalisationsexperimente mit L2 und PLINPNES (Abschnitt 3.3.4.). Die Bindung
bildet sich aber möglicherweise schon im Kern, da der Kern-Import des Proteins nicht
beeinträchtigt wird, sondern es cytoplasmatisch vorliegt, weil es wieder exportiert
wird.
Betrachtet man, in welchem Bereich die beiden im Kern lokalisierten
Deletionsmutanten überlappen, ergibt sich nach Abzug des Sequenzbereichs der
cytoplasmatisch lokalisierten Mutante, dass das Kern-Lokalisationssignal von Protein
PLINP im Bereich der Aminosäurereste 104-163 liegen muss. In diesem Bereich
liegen basische Aminosäuren, insbesondere ist eine Häufung von Lysin- und Arginin-
Resten im Bereich der Reste 150-160 zu finden, die zu einem Kern-
Lokalisationssignal beitragen können.
Das würde bedeuten, dass die beiden kürzesten N-terminalen Polypeptide an
diesem NLS keinen Anteil hätten. Selbst als Fusionsproteine mit GFP-Anteil wären
sie aber noch klein genug, um passiv in den Kern zu diffundieren. Man müsste dann
annehmen, dass die Region, die die Lokalisation in die Kerndomänen bewirkt, die
Proteine – möglicherweise gerade über eine Bindung an die Domänen – im Kern
zurückhält.
Für eine Bildung der punktartigen Strukturen reichen die Aminosäuren 1-51, wobei
diese zumindest in Bezug auf die L2-Lokalisation durch die Aminosäuren 52-65 noch
eine Qualitätsänderung erfahren.
3.4.6 Herstellung eines Antikörpers gegen Protein PLINP
Für die Analyse eines Proteins ist ein spezifischer Antikörper von essentieller
Bedeutung – er erlaubt nicht nur durch indirekte Immunfluoreszenzfärbung die
Lokalisation des endogenen Proteins zu ermitteln, die sich von der des
überexprimierten EGFP-fusioniertem Proteins unterscheiden kann. Ein Antikörper
ermöglicht auch weitere biochemische Studien mit dem nicht markierten, endogenen
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Protein, z.B. um die Expressionsstärke in verschiedenen Zelltypen oder unter
verschiedenen Bedingungen zu analysieren.
Es wurde zunächst versucht, durch Immunisierung von Kaninchen ein polyklonales
Antiserum gegen Protein PLINP herzustellen. Das so gewonnene Serum war jedoch
weder in der Lage über eine Hintergrundfärbung hinaus ein Protein in der Western-
Blot-Analyse, noch in der indirekten Immunfluoreszenz-Färbung zu erkennen. In der
Zwischenzeit war uns die Information zugekommen, dass Ratten möglicherweise
geeigneter als Kaninchen für die Herstellung von Antikörpern gegen Proteine sind,
die mit der nukleären Matrix oder nukleären Domänen assoziiert sind. Daher wurde
der Immunisierungsversuch mit Ratten wiederholt. Dies eröffnete zudem die
Möglichkeit, in der Folge auch Hybridome zur Produktion monoklonaler Antikörper
herzustellen.
Zwei Wochen nach der dritten Immunisierung wurde der Ratte Blut genommen und
das Serum gewonnen.
Das Serum wurde zunächst für eine Western-Blot-Analyse verwendet. Mit Hilfe des
Serums war sowohl das überexprimierte exogene EGFP-PLINP-Fusionsprotein, als
auch endogenes Protein in nicht transfizierten HeLa-Zellen und H1299-Zellen
Abbildung 36: Das polyklonale Rattenserum weist endogenes und exogenes PLINP
aus Säugetier-Zellen in der Western-Blot-Analyse spezifisch nach. Mittels des anti-
PLINP-Serums wird rekombinantes und endogenes Protein der erwarteten Größen in
Zelllysaten detektiert, während das Prä-Immun-Serum keine Proteine erkennt.
Probenbereitung: a) transfizierte Zellen: 107 Zellen in 400 µl PBS/SDS-Probenpuffer, b)
untransfizierte Zellen (HeLa, H1299): 107 Zellen in 200 µl PBS/SDS-Probenpuffer, davon je
8 µl eingesetzt; A: Erstantikörper: polyklonales Rattenserum, zwei Wochen nach der 3.
Immunisierung mit GST-PLINP gewonnen (1:500). B: Erstantikörper: Serum der Ratte vor
Immunisierung (1:500). A und B: Zweitantikörper: Ziege-α-Ratte-HRP (1:4000), Detektion



















































nachzuweisen (Abbildung 36A). Im Lysat der transfizierten Zellen lassen sich
mehrere verschieden große Proteine nachweisen, wobei das grösste dem EGFP-
PLINP-Fusionsprotein (ca. 54 kDa) entspricht. Bei den kleineren Proteinen handelt
es sich um kürzere Fragmente des Fusionsproteins, die sich auch bei Detektion mit
dem gegen EGFP gerichteten Antikörper nachweisen lassen (vgl. Abb 20). In den
Lysaten der untransfizierten Zellen lässt sich nur ein Protein spezifisch mit dem anti-
PLINP-Rattenserum nachweisen. Die Größe des detektierten Protein entspricht mit
ca. 25 kDa dem für PLINP erwarteten Molekulargewicht. Da bei Verwendung von
Serum, das der Ratte vor der ersten Immunisierung entnommen wurde, kein Signal
zu detektieren war – auch nicht bei längerer Exposition des Films als in Abbildung
36B gezeigt – sind die Banden in Abbildung 36A als PLINP-spezifisch anzusehen.
Für indirekte Immunfluoreszenzfärbungen wurde das Serum 1:50 verdünnt
eingesetzt. Abbildung 37 zeigt die indirekte Immunfluoreszenzfärbung einer mit
EGFP-PLINP transfizierten Zelle (37A-C) und von untransfizierten Zellen (37D) mit
Hilfe des Ratte-α-PLINP-Serums. Die Kolokalisation der Fluoreszenzsignale in der
transfizierten Zelle zeigt, dass das Antiserum in der Lage ist, das rekombinante
PLINP zu erkennen. Die Färbung der untransfizierten Zelle zeigt, dass das Serum
endogenes PLINP erkennt und dass dieses - wie das EGFP-Fusionsprotein auch - in




Abbildung 37: Das nach Immunisierung mit GST-PLINP erhaltene Rattenserum ist in
der Lage, rekombinantes und endogenes PLINP zu erkennen.  A-C: mit EGFP-PLINP
transfizierte HeLa-Zellen. A: EGFP-Fluoreszenz. B: Cy3-Signal, C: Überlagerung von A
und B. D: Färbung von untransfizierten HeLa-Zellen. Erstantikörper: polyklonales Ratte-α-
PLINP-Serum (1:50), Zweitantikörper: Ziege-α-Ratte-Cy3, (1:400)
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3.5 Lokalisation von L2, PLINP und PATZ180-360 im Verhältnis zu PODs
Day et al. haben gezeigt, dass die punktartigen Domänen, in denen BPV1 L2 in der
Zelle gefunden wird, PODs (PML oncogenic domains) sind. Dies konnte von Day et
al. durch eine Kolokalisation mit dem diese Domänen definierenden Protein PML
gezeigt werden. Das von ihnen postulierte Modell, welche Rolle die Lokalisation von
L2 und die Rekrutierung von L1, E2 und dem viralen Genom spielen könnte,
beschreibt mit dem Zusammenbau des Viruspartikels einen wichtigen Schritt im
Replikationszyklus des Virus. Die Annahme liegt nahe, dass hier eine Ähnlichkeit
zwischen verschiedenen Papillomvirus-Typen besteht.
Da auch HPV16 L2 in punktartigen subnukleären Domänen lokalisiert, kann vermutet
werden, dass es sich auch hier um PODs handelt. Indirekt würde dies bedeuten,
dass auch die mit HPV16 L2 kolokalisierenden Proteine PLINP und PATZ in PODs
zu finden sind und damit neue, noch nicht als solche beschriebene POD-
Komponenten darstellen.
3.5.1 Nachweis von PML in Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz
Endogenes PML lässt sich in den meisten Zelllinien nachweisen, jedoch ist die
Menge des vorhandenen Proteins zumeist nur recht gering, so dass man in der
indirekten Immunfluoreszenzfärbung nur ein schwaches Signals erhält (Everett et al.
1998). Eine Stabilisierung und Größenzunahme der PODs und eine damit
verbundene deutlichere Anfärbung in der Immunfluoreszenz, kann z.B. durch eine
virale Infektion oder Behandlung mit Interferon erzielt werden. Alternativ kann man
das PML-Protein in Zellen überexprimieren, z.B. in einer tet-off-induzierbaren HeLa-
Zelllinie (Sternsdorf et al. 1997).
Nachdem zwar eine Detektion von PML in unbehandelten 911-Zellen gelang
(Abbildung 38A), nicht aber eine Kofärbung mit L2 oder PLINP-Protein –
wahrscheinlich aufgrund der zu geringen Signalstärke im Verhältnis zu den
überexprimierten Proteinen - wurden weitere Kolokalisierungsstudien in einer
stabilen nach Induktion PML-überexprimierenden HeLa-Zelllinie (tet-System (Gossen
und Bujard 1992), sowie mit Interferon-behandelten Zellen durchgeführt.
Einen Vergleich der PML-Expressionsmuster und -stärken zeigt Abbildung 38.
Es ist deutlich zuerkennen, dass sich die Anzahl und Struktur der PODs in den tet-
induzierbar PML-exprimierenden Zellen von denen in nicht-induzierten oder
Interferon-behandelten Zellen unterscheidet. In den PML++-Zellen finden sich
durchschnittlich weniger PML-färbbare Domänen, die aber größer sind als selbst die
Interferon-induzierten und zudem eine Substruktur aufzuweisen scheinen. Da
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anhand der Morphologie nicht auszusagen ist, inwiefern sie sich darüber hinaus von
endogenen PODs unterscheiden mögen, erschien es sinnvoll, die Lokalisations-
studien in verschiedenen Systemen durchzuführen und zu vergleichen.
3.5.2 Lokalisation von L2 im Verhältnis zu PML
Lokalisation von L2 in HeLa-PML++-Zellen
Bei Transfektion induzierter HeLa-PML++-Zellen mit UF3-HPV16 L2hu findet man
nach Immunfluoreszenzfärbung eine starke Expression des L2-Proteins. Anders als
bei allen anderen zuvor verwendeten Zelllinien wurde hier jedoch nicht das punktarti-
ge Muster innerhalb des Kerns beobachtet, sondern eine homogene Färbung des
ganzen Zellkerns (Abbildung 39A-C). Vergleicht man diese Lokalisation mit der, die
sich bei HeLa-PML++-Zellen im nicht induzierten Zustand ergibt, sieht man, dass die
veränderte Verteilung nicht durch die Zelllinie an sich bestimmt ist, denn hier liegt
das von anderen Zelllinien bekannte Punktmuster vor (Abbildung 39D). Da sich die
beiden Ansätze nur durch das Vorhandensein von überexprimiertem PML durch tet-
off-Induktion und die aus der PML-Überexpression resultierenden Konsequenzen
C D E
A B
Abbildung 38: Nachweis von PML in Zellen. A: Nachweis endogener PML-Expression in
911-Zellen. B: Nachweis von überexprimiertem PML nach Induktion in HeLa-PML+/+-Zellen.
C-E: Vergleich der Expressionsstärke von endogenem PML in HeLa-Zellen nach Induktion
mit Interferonα. C: keine Interferon-Gabe. D: Induktion mit 200 U Interferonα/ml (16 h). E:
Induktion mit 1000 U Interferonα/ml (16 h). Die Abbildungen C-E wurden mit identischen
Einstellungen des Konfokalen Mikroskops aufgenommen und sind daher bezüglich
Signalstärke/Expressionsstärke direkt vergleichbar. Nachweis von PML: Maus-α-PML
(5E10; 1:10) / Ziege-α-Maus-Cy3 (1:400)
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unterscheiden, ist anzunehmen, dass PML das L2-Protein in seiner Lokalisation
direkt oder indirekt beeinflusst. Zwei Wege sind vorstellbar: PML könnte durch die
Überexpression nicht nur in den deutlich anfärbbaren Domänen lokalisiert sein,
sondern in geringeren Mengen, die schlecht nachweisbar sind, im ganzen Nukleus,
und könnte so die Lokalisation von L2 beeinflussen. Eine andere Möglichkeit wäre,
dass L2 im Vergleich zu anderen Zellen stabilisiert wird und die größeren Mengen
des Proteins den ganzen Kern anfärben.
Unter den induzierten PML++-Zellen sind einige wenige zu finden, in denen die L2-
Färbung nicht den ganzen Kern einschließt, sondern nur punktuelle Domänen









Abbildung 39: Subnukleäre Lokalisation von HPV16 L2 und PML. Eine Kolokalisation
von HPV16 L2 und PML konnte nicht gezeigt werden. A-C: Typische Lokalisation von
HPV16 L2 in PML-überexprimierenden HeLa-PML+/+-Zellen. A: Lokalisation von L2 nach
Transfektion. B: Färbung von PML. C: Überlagerung von A und B. C: Lokalisation von
HPV16 L2 in nicht-induzierten HeLa-PML+/+-Zellen. PML ist in diesen Zellen nicht
nachzuweisen. E und F: Lokalisation von HPV16 L2 in PML-überexprimierenden HeLa-
PML+/+-Zellen. Die hier gezeigte punktartige Lokalisation von L2 ist nur in einem geringen
Prozentsatz der Zellen zu sehen. Häufiger ist die in A-C gezeigte Lokalisation. G-I:
Lokalisation von HPV16 L2 in Interferonα-induzierten HeLa-Zellen. G: Lokalisation von L2
nach Transfektion. H: Färbung von PML (Interferon: 1000 U/ml, 16 h). I: Überlagerung von
G und H. Die Signale sind benachbart, aber nicht überlappend. Nachweis von HPV16 L2:
Serum #20 (1:200) / Ziege-α-Kaninchen-FITC (1:400). Nachweis von PML: Maus-α-PML
(5E10; 1:10) / Ziege-α-Maus-Cy3 (1:400).
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PML. Allenfalls kann man zum Teil beobachten, dass eine Konzentrierung von L2 um
die PML-positiven Bereiche stattfindet (Abbildung 39F). Es bleibt auch anzumerken,
dass die Zahl der L2-Domänen in diesen wie auch anderen Zellen stets höher ist als
die Zahl der PML-spezifisch angefärbten PODs.
PLINP und L2 kolokalisieren auch in HeLa-PML++-Zellen
Um zu belegen, dass in den PML++-HeLa-Zellen die Lokalisation von L2 und PLINP
(vgl. unten) nicht Zelltyp-abhängig verändert war und deshalb eine Kolokalisation
zwischen L2 und PML bzw. PLINP und PML scheiterte (s.u.), wurde auch für diese
Zellen, sowohl im uninduzierten als auch im induzierten Zustand noch einmal belegt,
dass L2 und PLINP kolokalisieren. Dies ist deutlich zu sehen. In den induzierten
Zellen ist die L2-Färbung wie beschrieben zumeist homogen im ganzen Kern zu
finden, dort wo L2 und PLINP koexprimiert sind, ist L2 nur in punktartigen Strukturen
anzutreffen und kolokalisiert mit PLINP (Abbildung 40)
Lokalisation von L2 in Interferon-induzierten Zellen
Um die Koexpression von L2 und PML zu analysieren, wurde zusätzlich die
Lokalisation in Interferon-behandelten Zellen betrachtet.
Auch hier war keine Kolokalisation der beiden angefärbten Proteine zu beobachten,
jedoch liegen in vielen Zellen die beiden unterschiedlich gefärbten Punkte in direktem
Kontakt zueinander vor, so dass man doch zumindest eine Assoziation, wenn auch
keine Identität der beiden subnuklären Strukturen annehmen kann (Abbildung 41G-I).
Die Lokalisation der beiden Proteine relativ zueinander war nicht davon abhängig, ob
die Zellen mit 200 U/ml oder mit 1000 U/ml Interferon α induziert wurden.
Abbildung 40: Kolokalisation von EGFP-PLINP und HPV16 L2 in uninduzierten und
induzierten HeLa-PML+/+-Zellen. Überexprimiertes EGFP-PLINP und HPV16 L2
kolokalisieren auch in diesem Zelltyp nach Transfektion. A-C: uninduzierte HeLa-PML+/+-
Zellen. D-F: induzierte HeLa-PML+/+-Zellen. A+D: Lokalisation von EGFP-PLINP. B+E:
Lokalisation von HPV16 L2. C+F: Überlagerung von A und B bzw. D und E. Nachweis von
HPV16 L2: Serum #20 (1:200) / Ziege-α-Kaninchen-Cy3 (1:400)
+tet -tet
A: PLINP D: PLINP




3.5.3 Lokalisation von PLINP im Verhältnis zu PML
Lokalisation von PLINP in HeLa-PML++-Zellen
Die Lokalisation von PLINP in Bezug zum PML-Protein wurde zunächst auch in den
tet-induzierbaren PML++-Zellen untersucht. Zunächst war auffällig, dass es nur
wenige Zellen gab, die eine gleichzeitige Färbung beider Proteine aufwiesen. Da die
PML-Färbung transfektions-unabhängig ist und die allgemein hohe
Transfektionseffizienz bei Verwendung dieser Zelllinie sich auch für PLINP-EGFP
bestätigte, liegt die Anzahl der gefundenen Zellen damit deutlich unter der erwarteten
Zahl von Zellen, die beide Signale zeigen sollten. Man gewinnt den Eindruck, als
wäre PML in den PLINP exprimierenden Zellen herunterreguliert oder aus anderen
Gründen nicht zu detektieren. Auch wenn ein Einfluss von PLINP auf PML so nicht
Abbildung 41: Subnukleäre
Lokalisation von PLINP
und PML. Eine Ko-
lokalisation von PLINP und
PML konnte nicht gezeigt









C-F: Lokalisation von EGFP-
PLINP und PML in HeLa-
Zellen nach Interferonα-Be-
handlung (1000 U/ml, 16 h).
C: Überlagerung von D und
E. D: PLINP. E: PML.
F: weiteres Beispiel für die
Lokalisation von PLINP und
PML. Nachweis von PML:
Erstantikörper: Maus-α-PML








belegt werden kann, zeigt dies, dass eine Funktion von PLINP in Bezug auf PML
weiter untersucht werden muss.
In den wenigen Zellen aber, in denen beide Proteine gleichzeitig zu detektieren sind,
liegen zwar beide in eine punktartigen Strukturen innerhalb des Zellkerns vor, diese
überlappen jedoch nicht. Allerdings scheinen die kleineren PLINP-spezifischen-
Punktstrukturen mit den größeren PODs assoziiert zu sein und aussen auf den
PODs aufzusitzen (Abbildung 41A+B).
Lokalisation von PLINP in Interferon-induzierten Zellen
Im Gegensatz zu induzierten HeLa-PML++-Zellen sind in den Interferon-induzierten
Zellen die PLINP-Domänen und die PODs gleich groß, wobei die PLINP-haltigen
zahlreicher sind. Man findet mehr Zellen, in denen beide Proteine nachgewiesen
werden können. Aber auch hier findet man keine Kolokalisation, aber eine
Nachbarschaft der beiden unterschiedlich gefärbten Strukturen, so dass an deren
Rändern eine leichte Überlappung zu sehen ist (Abbildung 41C-F).
Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt sich, dass PLINP und PML offensichtlich
nicht kolokalisiert sind, wie auch HPV16 L2 und PML in den betrachteten Systemen
nicht kolokalisieren. Andererseits weisen die eng benachbarte Lage von PLINP und
PML, sowie auch eine mögliche gegenseitige Beeinflussung der Proteine
untereinander auf einen Zusammenhang zwischen diesen Proteinen bzw. Protein
PLINP und PODs hin. Die Lokalisation von HPV16 L2 und PML zueinander steht
damit im Widerspruch zu den Beobachtungen an BPV1 L2 (Day et al. 1998), welches
eindeutig mit PML kolokalisiert ist. Dies könnte auf unterschiedliche Eigenschaften
verschiedener Papillomvirus-Typen hinweisen oder auch vom experimentellen
System abhängen, z.B. den Zelllinien, die verwendet wurden.
3.5.4 Lokalisation von PLINP-Deletionsmutanten im Verhältnis zu PML
Nur die in nukleären Punktstrukturen lokalisierten PLINP-Deletionsmutanten wurden
auf ihre Lokalisation im Verhältnis zu PML hin untersucht (Abbildung 42). Die
Analyse wurde nur in den PML++-HeLa-Zellen durchgeführt. Keine der drei Mutanten
kolokalisiert mit PML. Während aber die Mutante PLINP∆51-222, die auch nicht mit
HPV16 L2 kolokalisiert, keinerlei Assoziation zu den PODs aufzuweisen scheint, ist
dies bei den anderen beiden doch der Fall: Für PLINP∆163-222 ist zu beobachten, dass
das Protein sich um die PML-detektierten Strukturen herum anzulagern scheint, wie
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dies auch für die L2/PML-Kofärbung beobachtet werden konnte (Abbildung 39). Bei
der Mutante PLINP∆65-222 zeigt sich eher das schon bei der PLINP/PML-Kofärbung
beobachtete Muster in dieser Zelllinie, bei der kleinere PLINP(-Mutanten)-
Körperchen den PODs aufgelagert zu sein scheinen.
3.5.5 Lokalisation von PATZ160-380 im Verhältnis zu PML
Auch die Lokalisation von EGFP-PATZ relativ zu den PODs wurde durch
Transfektion, anschließende Interferon-Behandlung und Immunfärbung analysiert.
Die Zellen weisen die zuvor beschriebene punktuelle Verteilung von PATZ im
Zellkern auf, wobei die Anzahl der Domänen recht hoch ist. Eine Kolokalisation mit
PML ist nicht zu bestätigen (Abbildung 43). Zum Teil mag es zu Überlappungen der
Färbung kommen, diese sind aber durch die starke EGFP-Färbung als zufällig
auftretende Ereignisse zu betrachten, die eine Kolokalisation nicht belegen.
3.5.6 Lokalisation von L2 und PLINP im Verhältnis zu Cajal Bodies
Nachdem eine Kolokalisation der Proteine mit PML nicht gelungen war, blieb die
Frage offen, ob es sich bei den beobachteten Strukturen um andere bereits
beschriebene Kerndomänen handelt. Nach ihrem Aussehen und Anzahl und der
verhältnismäßigen Lage in einer Gesamtkernfärbung ist auszuschließen, dass es
sich hier um Nukleoli handelt.
Als eine weitere prominente und definierte Domäne des Zellkerns sind die Cajal
Bodies (Coiled Bodies) bekannt, die über das Protein Coilin (p80) nachgewiesen
werden können (Abbildung 44A).
PLINP∆51-222 PLINP∆65-222 PLINP∆163-222
Abbildung 42: Lokalisation von Deletionsmutanten von PLINP und PML in induzierten
HeLa-PML+/+-Zellen. Die drei Bilder zeigen die Lokalisation der jeweils angegebenen
Deletionsmutante als EGFP-Fusionsprotein relativ zu PML-Strukturen. Nachweis von PML:
Maus-α-PML (5E10; 1:10) / Ziege-α-Maus-Cy3 (1:400)
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Eine Kolokalisation konnte auch für diese Kerndomänen weder für L2 (Abbildung
44B) noch für PLINP (Abbildung 44C) gezeigt werden, wenn auch die PLINP-
Färbung mehrfach der p80-Färbung unmittelbar benachbart liegt.
Da uns für die Identifikation weiterer Domänen definierende Antikörper fehlten, bzw.
diese z.T. gar nicht existieren, konnte an dieser Stelle kein weiterer Versuch zur
Ermittlung der Identität der Domänen unternommen werden.
A
B C
Abbildung 43: Subnukleäre Lokalisation von PATZ160-380 und PML in Interferon-
induzierten HeLa-Zellen. Eine Kolokalisation der beiden Proteine liegt nicht vor. A:
Färbung von PML. B:  Lokalisation von EGFP-PATZ160-380 nach Transfektion. C :
Überlagerung von A und B. Nachweis von PML: Maus-α-PML (5E10; 1:10) / Ziege-α-Maus-
Cy3 (1:400)
CA B
Abbildung 44: Lokalisation von HPV16 L2 und PLINP relativ zu Cajal-Körperchen. Eine
signifikante Überlappung von L2 bzw. PLINP mit Coilin(p80) konnte nicht gezeigt werden. A:
Färbung von Coilin. B: Färbung von L2 und Coilin. C: Färbung von Coilin und Lokalisation
von EGFP-PLINP1. Nachweis von HPV16 L2: Serum #20 (1:200) / Ziege-α-Kaninchen-FITC




Aus den Untersuchungen zur Lokalisation von HPV16 L2 und PLINP ist zwar
hervorgegangen, dass diese Proteine nicht mit PML kolokalisieren, aber
offensichtlich doch eine gegenseitige Beeinflussung zwischen PODs und L2 sowie
PLINP besteht.
Es sollten daher Einflüsse auf transkriptionelle Aktivität untersucht werden. Im
Kontext der in neuester Zeit gefundenen Wirkung verschiedener POD-Proteine auf
p53-abhänige Transkription (Fogal et al. 2000; Gottifredi und Prives 2001) wurde
untersucht, ob auch HPV16 L2 und PLINP hier eine Rolle spielen könnten.
Zunächst wurde mit Hilfe einer Promotoranalyse untersucht, ob L2 und PLINP
einzeln oder gemeinsam einen Einfluss auf einen p53-kontrollierten Promotor haben.
Es wurden zwei Promotor-Konstrukte verwendet: Bei dem einen stand die Luciferase
unter der Kontrolle eines p53-Konsensus-Promotors, d.h. einer aus dem Vergleich
verschiedener Promotoren abgeleiteten optimalen DNA-Binde-Sequenz für p53.
















Abbildung 45: Experimenteller Ablauf des Transkriptions-Aktivitäts-Tests. H1299-
Zellen wurden mit einem Promotor-Luciferase-Konstrukt sowie Expressionsvektoren für
Proteine, deren Einfluss auf den Promotor untersucht werden soll, transfiziert. Zwei Tage
nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und mittels eines Luciferase-Tests auf ihren
Gehalt an Luciferase analysiert. Die Menge der Luciferase ist abhängig von der Aktivierung
des zu untersuchenden Promotors, unter dessen Kontrolle das Reportergen steht.
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Basenpaar-Austausche so verändert, dass p53 nicht binden konnte. Um sicher zu
gehen, dass möglich Effekte p53-abhängig sind, wurden die Promotorkonstrukte in
der p53-negativen Zelllinie H1299 getestet, die in einer Versuchsreihe zusätzlich mit
einem p53-Expressionsvektor transfiziert wurde. Innerhalb jeder Versuchsreihe
wurden alle Kombinationen in Tripletts angesetzt; der Versuch wurde in mindestens
drei unabhängigen Experimenten wiederholt (Abbildung 45).
Die beobachteten transkriptionellen Aktivitäten sind p53-abhängig, da in den p53-
negativen Zellen keine Luciferase-Aktivität zu detektieren ist, die über den
Hintergrund hinausgeht. Auch der mutierte Konsensus-Promotor zeigt keine
detektierbare Aktivität, weder mit noch ohne p53. Demgegenüber steht eine deutliche
Aktivierung des p53-abhängigen Konsensus-Promotors in Gegenwart von p53. Diese
Aktivierung wird durch Koexpression von L2 und PLINP moduliert. L2 hat nur einen
geringen Effekt, während durch PLINP eine zusätzliche Aktivierung des Promotors
zu verzeichnen ist. Diese Aktivierung ist nicht herausragend (+20 %), jedoch ist die

























Abbildung 46: in vitro-Transkriptionstest: Einfluss von PLINP und L2 auf p53-
abhängige Transkription. Der p53-Konsensus-Promotor wird durch Überexpression von
PLINP über die Aktivierung durch p53-Überexpression hinaus aktiviert. Dieser Effekt ist eher
graduell und wird durch L2 kaum weiter beeinflusst. Die Abhängigkeit der Transkription von
p53 wird durch fehlende Aktivierung in Abwesenheit von p53 und fehlende Aktivierung des
mutierten Konsensus-Promotors belegt.
Die transkriptionelle Aktivierung der Promotoren wurde anhand der enzymatischen Aktivität
der exprimierten Luciferase quantifiziert. Um die p53-Abhängigkeit der Transkription zu
bestätigen wurden p53-negative H1299-Zellen mit (hellgrau) oder ohne p53-
Expressionsplasmid (dunkelgrau) verwendet. Im linken Teil der Abbildung sieht man die
Aktivierung des p53-Konsensus-Promotors (p53cs-luc), im rechten Teil die Aktivierung des
mutierten p53-Konsensus-Promotors (p53cs-mut-luc). Unter den einzelnen Balken ist
vermerkt, mit welchen Expressionskonstrukten (L2, PLINP) die Zellen zusätzlich transfiziert
wurden.
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schon so hoch, dass sich eine weitere Aktivierung nicht mehr so deutlich abzeichnet
(Abbildung 46).
Nachdem ein Effekt auf den Konsensus-Promotor zu beobachten war, war nun von
Interesse, ob ein spezifischer p53-abhängiger Promotor einzugrenzen war, auf den
PLINP einwirken könnte. Es standen drei p53-regulierte Promotor-Luciferase-




















Abbildung 47: in vitro-Transkriptionstest: Einfluss von PLINP auf die p53-abhängigen
Promotoren von mdm2 und bax. Auf die p53-abhängige Aktivierung des mdm2-Promotors
hat PLINP keine deutliche Wirkung, während der bax-Promotor in Anwesenheit von PLINP -
verglichen mit der durch p53 allein verursachten Aktivierung - eine doppelt so hohe Aktivität
zeigt. Bei beiden Promotoren ist in Abwesenheit von p53 keine Aktivierung festzustellen.
Die transkriptionelle Aktivierung der Promotoren wurde anhand der enzymatischen Aktivität
der exprimierten Luciferase quantifiziert. Um die p53-Abhängigkeit der Transkription zu
bestätigen wurden p53-negative H1299-Zellen mit (hellgrau) oder ohne p53-
Expressionsplasmid (dunkelgrau) verwendet. Im linken Teil der Abbildung sieht man die
Aktivierung des mdm2-Promotors, im rechten Teil die Aktivierung des bax-Promotors. Unter
den einzelnen Balken ist vermerkt, ob die Zellen zusätzlich mit dem PLINP-
Expressionskonstrukt transfiziert wurden.
Abbildung 48: in vitro-Transkriptionstest: Einfluss von PLINP auf die p53-
abhängigen Promotoren von mdm2, bax und p21. Der linke Teil des Diagramms ist
identisch mit Abbildung 47, zusätzlich ist die Aktivierung des p21-Promotors gezeigt.
Dieser hat eine wesentlich höhere Grundaktivität als die anderen beiden Promotoren,
auch in Abwesenheit von p53. Ein Effekt von PLINP auf die Aktivität des p21-Promotors


























Aus der Messung der Luciferase-Aktivität – jeweils wieder mit und ohne p53 – ergab
sich, dass PLINP einen kostimulatorischen Effekt auf den bax-Promotor hat, nicht
aber auf den mdm2- und p21-Promotor. Der p21-Promotor wies p53-unabhängig
eine hohe Aktivierung auf (Abbildungen 47 und 48).
Bax (Bcl-2-associated protein X) ist ein proapoptotisches Protein, das im Cytoplasma
lokalisiert ist und nach Apoptose-Stimuli an die Mitochondrien transloziert wird
(Antonsson 2001). Dort inseriert es in die äussere Mitochondrien-Membran, was zu
einer Abnahme des Membran-Potentials führt. Darüber hinaus kommt es zu einer
Freisetzung von mitochondrialen Proteinen ins Cytoplasma und direkter
Beeinträchtigung von Komponenten der Atmungskette in der inneren mitochondrialen
Membran. Der Verlust der mitochondrialen Funktionen führt zu einem Verlust der
Energieversorgung der Zelle und trägt damit zu ihrem Tod bei. Die Expression von
bax wird direkt durch p53 und Kofaktoren aktiviert (Miyashita und Reed 1995).
Hier sind sicher noch eingehendere Analysen notwendig. Diese Ergebnisse sind




Mit dem Neben-Kapsidprotein L2 der Papillomviren, das auch Gegenstand dieser
Arbeit ist, haben sich gerade in den letzten Jahren mehrere Studien befasst, die eine
Rolle des Proteins in verschiedenen Stadien des Replikationszyklus der
Papillomviren untersuchen. Zum einen scheint neben dem Haupt-Kapsidprotein L1
auch L2 in der Lage zu sein, Zelloberflächen-Proteine zu binden, die als sekundärer
Rezeptor zur Zellspezifität der Papillomvirus-Infektion beitragen könnten. Daneben
war schon seit längerem gezeigt, dass L2 eine Rolle bei der Verpackung des viralen
Genoms während des Zusammenbaus des Partikels besitzt. Die Untersuchung von
Day et al. (Day et al. 1998). zur Lokalisation von in der Zelle exprimiertem BPV1 L2
und den viralen Proteinen L1 und E2 zeigte auf, dass L2 insofern eine entscheidende
Rolle beim Virus-Zusammenbau spielen könnte, als es die anderen dabei benötigten
Faktoren an einem Ort innerhalb des Zellkerns in punktartigen Domänen
konzentriert.
Unberücksichtigt bei diesen Studien blieb aber, welche zellulären Faktoren zu diesen
Vorgängen beitragen, d.h. welche Identität z.B. ein Korezeptor hat oder durch welche
zellulären Proteine L2 in den nukleären Strukturen akkumuliert wird.
Da hier aber entscheidende Vorgänge im Replikationszyklus der Papillomviren
berührt sind, war es das Ziel dieser Arbeit, zum Verständnis dieser Vorgänge
beizutragen, um mehr über die Biologie des Virus zu erfahren.
Es gibt verschiedene Verfahren, um Interaktionspartner von Proteinen zu
identifzieren: Man kann durch Koimmunopräzipitation oder chromatographische
Verfahren auf Proteinebene Bindungspartner isolieren und diese dann durch
Massenspektroskopie identifizieren. Eine andere Möglichkeit ist die Phage-Display-
Methode, bei der z.B. eine Peptid-Bibliothek auf der Oberfläche von Phagen, die die
das Peptid kodierende DNA tragen, präsentiert wird. Peptide, die das Zielprotein
binden, können dann durch die Sequenzierung der kodierenden DNA-Region
identifiziert werden. Von möglichen Screening-Verfahren zur Identifikation von
zellulären Interaktionspartnern wurde in dieser Arbeit das Yeast Two Hybrid System
gewählt. Dieses Verfahren hat zwar den Nachteil, dass leicht auch falsch-positive
Interaktionspartner isoliert werden, und daher schon umfangreiche Kontrollen
innerhalb des Systems notwendig sind, bevor man die Analyse in unabhängigen
Systemen fortsetzt. Gerade auch diese Kontrollen führen dazu, dass die sorgfältige
Durchführung eines Screenings mit diesem System langwierig ist. Demgegenüber
stehen als Vorteile, dass Interaktionen innerhalb einer Zelle Grundlage der Isolation
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von potentiellen Interaktionspartnern sind und - abhängig von der Länge der
zugrundeliegenden cDNA-Fragmente - relativ lange Proteinabschnitte oder sogar
ganze Proteine an der Interaktion mitwirken statt kurzer Peptide. Unter dem Aspekt
der praktischen Durchführung und mit Blick auf daran anschließende Experimente ist
vorteilhaft, dass man mit dem Hefe-Klon für den eine Interaktion gezeigt wurde, auch
die cDNA in Händen hat, statt sie erst aufgrund der Proteindaten aus einer cDNA-
Bibliothek isolieren zu müssen. Zudem sind keine aufwendigen Geräte und
Verfahren notwendig, um das Screening durchzuführen, wie dies der Fall ist, wenn
man als Proteine gewonnene Interaktionspartner über Masssenspektroskopie
identifizieren möchte.
Es soll hier kurz das Yeast Two Hybrid Screening bezüglich seiner Durchführung und
der Einschätzung seiner Ergebnisse diskutiert werden. Neben der Überprüfung der
Interaktion von L2 und der identifizierten Interaktionspartner im in vitro-Test und über
Analyse der Lokalisation in kultivierten Zellen soll dann vor allem die detaillierte
Analyse eines der Klone, PLINP, besprochen werden. In Hinblick auf die Daten zur
Lokalisation von BPV1 L2 in PODs werden die hier gefundenen von der Literatur
abweichenden Befunde zur Lokalisation von HPV16 L2 und seiner
Interaktionspartner ausführlicher diskutiert.
HPV1 L2, HPV11 L2 und HPV16 L2 haben zelluläre Interaktionspartner
gemeinsam
In der vorliegenden Arbeit wurden zelluläre Proteine identifiziert, die mit dem Neben-
Kapsidprotein L2 humaner Papillomviren interagieren. Der Ansatz zum Auffinden
dieser Interaktionspartner war ein Yeast Two Hybrid Screening. Bereits vor Beginn
dieser Arbeit war ein Screening mit HPV16 L2 durchgeführt worden, alle der neun
vorliegenden Klone dieses Screenings hatten bereits die Kontrollen des Hefe-
Systems durchlaufen. Für das Screening mit HPV11 L2 wurde in der Selektion eine
hohe Stringenz sowohl durch das Selektionsmedium als auch durch den Hefestamm,
der als Hintergrund des Screenings diente, gewählt. Daher wurde im Vergleich mit
anderen Untersuchungen mit dieser Methode nur die relativ geringe Anzahl von 85
Klonen isoliert. Da nicht der Anspruch erhoben wurde, jeden möglichen
Interaktionspartner zu identifizieren, war diese relativ geringe Zahl der isolierten
potentiellen Interaktionspartner aber keine Einschränkung. Durch die Kontrollen des
Two Hybrid Systems – Überstreichen auf frisches Minimalmedium, Test der Aktivität
des Reportergens β-Galaktosidase, sowie Rücktransfomation der isolierten Plasmide
in Hefe mit und ohne bait-Protein – reduzierte sich die Anzahl der potentiellen
Interaktionspartner schließlich auf neun. Bis auf zwei Ausnahmen (Tip60 und G-
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Protein, β-Untereinheit) wurden keine unabhängigen Klone isoliert, die das gleiche
Protein kodieren. Es wurde jedoch die Interaktion der einzelnen Klone über die
üblichen Kontrollen des Two Hybrid Systems hinaus auch mit den L2-Proteinen
anderer HPV-Typen gegengetestet. Dies stellt auch eine gewisse Spezifitätskontrolle
der Interaktion dar, wenn gleichzeitig sichergestellt ist, dass die gefundenen
Interaktionspartner nicht auch mit beliebigen anderen Proteinen interagieren, wie
dem als Kontrolle verwendeten p107(RB). So wurden die im Screening mit
HPV16 L2 gefundenen Klone auf ihre Interaktion mit HPV11 L2 und HPV1 L2
überprüft, die im Screening mit HPV11 L2 gefundenen Klone auf die Interaktion mit
HPV16 L2 und HPV1 L2. Es handelt sich hier nicht um eng verwandte Papillomvirus-
Typen. HPV 1 ist ein kutaner Papillomvirus-Typ, während HPV 11 und HPV 16 beide
mucosale, den Anogenital-Trakt infizierende Papillomvirus-Typen sind. HPV 16 ist
aber ein Prototyp der Hoch-Risiko-Typen, die mit Zervixkarzinomen assoziiert sind,
während HPV 11 ein Prototyp der Niedrig-Risiko-Typen darstellt, die zu gutartigen
Proliferationen führen können. Das L2-Protein ist im Vergleich unterschiedlicher
Typen weitaus geringer konserviert als L1, das definitionsgemäß zwischen
unterschiedlichen Typen mindestens 10 % Abweichung aufweist. Die L2-Proteine der
hier betrachteten Typen haben auf Proteinebene Ähnlichkeiten von 48 % bis 60 %
(HPV11 L2-HPV16 L2: 60%, HPV1 L2-HPV11 L2: 50 %, HPV1 L2-HPV16 L2: 48 %.
Im Vergleich dazu liegt die Ähnlichkeit der L1-Proteine dieser drei HPV-Typen
zwischen 61 % und 77 %) (HPV-Datenbank: http://hpv-web.lanl.gov).
Wenn diese viralen Proteine trotz der Abweichungen untereinander dennoch an
gleiche zelluläre Interaktionspartner binden, kann man als Ausgangshypothese
annehmen, dass die Interaktion eine Spezifität für L2-Proteine hat und auf
Gemeinsamkeiten von Papillomvirus-Typen hinweist, die generelle Einsichten in den
viralen Lebenszyklus versprechen können.
Da dies als Ansatz interessant erschien, wurden für die vorliegende Arbeit nur die
Klone weiter untersucht, die im Hefesystem mit mehr als einem L2-Protein
interagierten. Damit soll jedoch nicht gesagt werden, dass diejenigen Proteine, die
nur mit einem L2-Protein interagieren von geringerer Relevanz oder geringerem
Interesse für die Biologie der einzelnen Papillomviren sind. Denn wenn man häufig –
wie auch in der Einleitung dieser Arbeit – einen eher generalisierenden Blick auf die
Papillomvirus-Typen gewinnt, so ist doch hervorzuheben, dass es zwischen ihnen
Unterschiede gibt. Dies gilt insbesondere für die hier betrachteten Vertreter einzelner
Gruppen, die unterschiedliche Epithelien infizieren und deren frühe Proteine
unterschiedliche transformierende Potentiale aufweisen.
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Unter den Klonen, denen schon bekannte Proteine zugeordnet werden konnten,
zeigte sich bezüglich der subzellulären Lokalisation keine Häufung von nukleären
Proteinen, obwohl dies aufgrund der Methodik des Two Hybrid Systems auftreten
kann: Es wurden unter den bereits beschriebenen Klonen sowohl nukleäre Proteine
wie PATZ und Tip60 gefunden, als auch cytoplasmatische wie die G-Protein-
Untereinheit, ein Transmembran-Protein (Kreatin-Transporter), ein Protein der
extrazellulären Matrix (TIN-Ag-RP) und ein lysosomales Protein (α-Mannosidase).
Da das Yeast Two Hybrid System typischerweise auch falsch-positive Ergebnisse
produziert, ist es von essentieller Bedeutung, sorgfältige Kontrollen durchzuführen,
die die Signifikanz der Interaktion bestätigen. Dies schließt über die Kontrollen des
Hefesystems hinaus auch die Bestätigung der Interaktion in unabhängigen Systemen
ein. Diese Experimente wurden in dieser Arbeit nur mit den fünf Klonen durchgeführt,
die als Mehrfach-Interaktoren identifiziert worden waren: PATZ160-380 (#10), PLINP
(#16), PMSP (#44), α-Mannosidase751-1011 (#79) und TIN-Ag-RP (#557). Im in vitro-
Bindungstest bestätigte sich für alle fünf Proteine die Interaktion, während keine
Bindung von HPV16 L2 an GST ohne Fusionsanteil oder an GST-tat, einem in
diesem Zusammenhang keine Rolle spielenden HIV-Protein verzeichnet werden
konnte (Die tat-Kontrolle ist in dieser Arbeit nicht gezeigt.). Zudem konnte für drei der
Klone (PATZ, PLINP, PMSP) in Säugerzellen eine Kolokalisation mit L2 bestätigt
werden, was die Annahme der Interaktion weiter stützt. Für TIN-Ag-RP und die
lysosomale α-Mannosidase konnte in einigen Fällen eine partielle Kolokalisation mit
L2 gezeigt werden. Die Beobachtung einer Kolokalisation bestätigt auch hier, dass
eine Bindung zwischen L2 und TIN-Ag-RP bzw. der Mannosidase in Zellen möglich
ist. Dass keine so eindeutige Kolokalisation wie die von L2 mit PLINP, PMSP und
PATZ gefunden wurde, mag damit begründet sein, dass in der Zelle exprimiertes L2
aufgrund der Kompartimentalisierung der Zelle nicht mit diesen Proteinen
zusammentrifft (Zellkern gegenüber Lysosomen bzw. dem extrazellulären Raum).
Bei den Beobachtungen, die mit Hilfe überexprimierter rekombinanter Proteine in
Zellen gemacht werden, darf man nicht ausser Acht lassen, dass sich durch die
Überexpression das Verhalten das Proteins ändern kann, z.B. indem es Präzipitate
bildet, und auch die Zelle als Umfeld der Beobachtung durch die Überexpression
verändert werden kann. Dies gilt in besonderem Maße für die hier verwendeten
EGFP-Fusionsproteine. Es ist nicht auszuschließen, dass der EGFP-Anteil des
Proteins Motive des fusionierten Proteinanteils maskiert und so Funktionen des
Proteins, wie seine Lokalisation in der Zelle beeinträchtigt. Zudem könnte es sein,
dass GFP selbst mit Bestandteilen der Zelle in Wechselwirkung tritt. Um
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auszuschließen, dass GFP alleine einen Effekt in dem hier interessierenden
Zusammenhang hat, wurden EGFP und GFP-Histon H1 mit L2 in Zellen
koexprimiert. Diese Kontrollen hatten keinen nachweisbaren Effekt auf die L2-
Lokalisation und eine Kolokalisation von L2 mit beliebigen GFP-Fusionsproteinen trat
nicht auf.
Weiterhin muss man in Bezug auf die Analyse der Protein-Lokalisation
einschränkend anmerken, dass es sich bei zwei der hier betrachteten Proteine nur
um Fragmente des Gesamtproteins handelt: PATZ160-380 weist nur 220 der insgesamt
540 Aminosäurereste des Gesamtproteins auf und Klon #79 nur die C-terminalen
260 von 1011 Aminosäuren der α-Mannosidase. PATZ160-380 beinhaltet jedoch das
Kernlokalisations-Signal des Gesamtproteins und die Lokalisation in Domänen des
Zellkerns stimmt mit der überein, die für das endogene Volllänge-Protein gezeigt
wurde (Fedele et al. 2000). Da keine Beschreibung der Funktionen der einzelnen,
posttranslational prozessierten Untereinheiten der lysosomalen α-Mannosidase
vorliegen, ist jedoch schwer zu beurteilen, inwiefern die Lokalisation von Klon #79
der authentischen entspricht.
Um die in vitro-Interaktion von TIN-Ag-RP mit L2 zu untersuchen, wurde nur das aus
dem Screening gewonnene Fragment (Aminosäure 339-467) als GST-Fusionsprotein
exprimiert, um Schwierigkeiten zu umgehen, die bei der bakteriellen Expression von
Proteinen der extrazellulären Matrix bekanntermaßen auftreten können. Für die
Untersuchung der subzellulären Lokalisation wurde jedoch das Volllänge-Protein
(467 Aminosäuren) an EGFP fusioniert (von T. Wex, Universität Magdeburg). Hier ist
wieder die Frage aufzuwerfen, inwiefern der 30 kDa große EGFP-Anteil z.B. den
Export des Proteins aus der Zelle beeinflusst und insofern die physiologische
Verteilung des Proteins beeinträchtigt.
Eine Rolle der näher analysierten Proteine im Papillomvirus-Replikationszyklus
ist vorstellbar
Abgesehen von experimentellen Kontrollen ist es auch eine Überlegung wert, zu
beurteilen, ob die identifizierten Proteine potentiell mit L2 überhaupt im Verlauf der
Infektion zusammentreffen können, d.h. ob man sich eine mögliche Funktion der
Interaktion vorstellen kann. Eine Funktion kann letztendlich auch darin bestehen,
dass L2 durch einfache Bindung an einem bestimmten Ort innerhalb der Zelle
festgehalten wird. Stellt man diese Überlegungen für die experimentell weiter
untersuchten Proteine an – TIN-Ag-RP, α-Mannosidase, PATZ, PLINP und PMSP –
kann man sich in jedem dieser Fälle ein Zusammentreffen vorstellen (Abbildung 49):
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TIN-Ag-RP befindet sich ausserhalb der Zelle, man muss also annehmen, dass L2
im infizierenden Virus-Partikel in diesem Fall der relevante Interaktionspartner wäre.
Da TIN-Ag-RP mit wenigen Ausnahmen in den meisten Geweben exprimiert ist, ist
jedoch auszuschließen, dass es sich hier um den Rezeptor handelt, der zur Zell-
Spezifität der Papillomviren beiträgt. (Vorläufige, hier nicht gezeigte Ergebnisse
deuten an, dass der von #557 kodierte Teilbereich von TIN-Ag-RP an das von
Kawana et al. identifizierte HPV16 L2108-120, d.h. den wahrscheinlich an der
Partikeloberfläche zu findenden L2-Bereich, nicht aber an ein anderes Peptid
HPV16 L2225-245 bindet.)
Da Papillomviren über Endosomen in die Zelle gelangen (Zhou et al. 1995), ist ein
Zusammentreffen von L2 mit der lysosomalen α-Mannosidase denkbar. Zu klären
wäre, ob eine Interaktion mit der Glykosidase z.B. eine Freisetzung der Virionen
aus Endosomen/Lysosomen bewirkt.
Für PATZ wurde von Fedele et al. eine Lokalisation im Zellkern innerhalb von
punktartigen Domänen gezeigt. Auch wenn man die gezeigten Funktionen
(Repression Androgen-Rezeptor-abhängiger Transkription) nicht in einen
offensichtlichen Zusammenhang mit L2 bringen kann, so weist doch die Lokalisation
Abbildung 49: Lokalisation der im Two Hybrid Screening identifizierten Proteine in
der Zelle.  Nicht für alle gefundenen Proteine ist die subzelluläre Lokalisation bekannt („?“),
für die anderen Proteine ist die Lokalisation gezeigt (im Cytoplasma, in oder an der Zell -
membran, im Kern oder in Lysosomen). Mögliche Interaktionen des Papillomvirus L2-
Proteins mit den zellulären Proteinen sind angedeutet: Bindung an die Zelle, Weg in den
Zellkern über Endosomen und Lokalisation von in der Zelle synthetisiertem L2 in
subnukleären Domänen. (Abkürzungen: PV: Papillomvirus, LAMAN: lysosomale α-
























von PATZ eine Ähnlichkeit zur Lokalisation von in der Zelle exprimiertem L2 auf. Eine
Kolokalisation von PATZ und L2 konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden.
Wenn auch dadurch ein funktioneller Zusammenhang nicht gezeigt ist, wird doch
deutlich, dass die im Hefe-System gefundene Interaktion auch in der Säugerzelle
stattfinden kann.
PLINP und PMSP sind in der Literatur bislang nicht beschrieben, es lagen keine
Daten bezüglich der subzellulären Lokalisation vor. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass beide mit in der Zelle exprimiertem L2 kolokalisieren. Während PLINP
auch ohne Koexpression von L2 in Domänen des Zellkerns lokalisiert, findet man
PMSP in Zellen, die kein L2 exprimieren, im Cytoplasma. Bei Koexpression findet
man jedoch beide Proteine in Punkstrukturen des Zellkerns kolokalisiert. Dies zeigt,
dass die beiden Proteine innerhalb der Zelle interagieren.
Die Interaktion von L2 mit TIN-Ag-RP und α-Mannosidase spielt wahrscheinlich im
Laufe der Bindung / dem Eindringen des Virus in die Zelle eine Rolle. Die anderen
drei Proteine könnten für die Ereignisse der späten Infektionsphase inklusive
Zusammenbau des Virions relevant zu sein, indem sie zu den Vorgängen im von Day
et al. postulierten Modell beitragen.
Das Fehlen eines geeigneten Testsystems erschwert es, den direkten Einfluss
der Interaktionspartner auf L2 und die Papillomvirus-Replikation zu analysieren
Für den Fortgang der Untersuchungen war eine entscheidende Einschränkung, dass
kein Testsystem vorlag, mit dessen Hilfe Einflüsse der zellulären Interaktionspartner
auf L2 untersucht werden konnten. Wie beschrieben war es mittels des
humanisierten HPV16 L2-Gens unter einem konstitutiven Promotor möglich, L2 in
Säugerzellen zu exprimieren und Kolokalisationen nachzuweisen. In diesem System
kann jedoch nicht die eigentliche Funktion von L2 im Zusammenbau des Virus-
Partikels beobachtet werden. Auch war mit Ausnahme von PMSP nicht
nachzuweisen, ob die Kolokalisation aufgrund der Protein-Protein-Interaktion auftritt.
Daher konnte nicht analysiert werden, ob ein bei Überexpression der
Interaktionspartner oder von Mutanten der Interaktionspartner zu einer veränderten
L2-Funktion oder Änderungen im Virus-Zusammenbau führen. Da zur Zeit aber ein
solches System entwickelt wird, besteht die Perspektive, diese Untersuchungen
zukünftig anzustellen. Für ein solches Testsystem wäre es interessant, Knock-out-
Zellen für die jeweiligen Interaktionspartner zu schaffen, um die Konsequenzen zu
analysieren.
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Es wäre ebenfalls interessant zu betrachten, ob L2 bekannte Funktion der zellulären
Interaktionspartner moduliert.
Hier interessierten uns vor allem die nukleären Interaktionspartner von L2, da diese
nach dem Modell von Day et al. für den Aufbau der Virionen relevant sein könnten.
Zu dem Zeitpunkt, als die Entscheidung fiel, welcher der drei unter diesem Aspekt
interessanten Klone – PATZ, PLINP und PMSP – weiter analysiert werden sollte, war
noch für keinen der Klone das korrespondierende Protein beschrieben oder eine
Funktion bekannt. Zur Funktion von PATZ wurde die erste Publikation im Mai 2000
veröffentlicht. Um daher eine mögliche modulierende Funktion von L2 auf zelluläre
Proteine zu finden, musste zunächst begonnen werden zu klären, welche Funktion
diese Proteine in der Zelle haben könnten.
Es ist auch zu erwähnen, dass alle über das Hefesystem hinausgehenden
Untersuchungen mit HPV16 L2 durchgeführt wurden, da eine Codon-Optimierung für
HPV11 L2 nicht abgeschlossen war. Jedoch bestätigen die Experimente mit
HPV16 L2 die Ergebnisse aus dem Yeast Two Hybrid Screening insofern, als die
durch das HPV 11 L2-Screening isolierten Proteine in vitro und in Säugerzellen mit
HPV 16 L2 interagierten.
Das Protein PLINP gibt durch seine Sequenz keine Hinweise auf seine Funktion
PLINP wurde zur eingehenderen Analyse ausgewählt. Anhand der in Datenbanken
vorliegenden Informationen konnte festgestellt werden, dass das Gen auf
Chromosom 19 (Region 19p13.2) liegt, in zahlreichen Geweben transkribiert wird,
sowie auch Homologe bei Maus und Ratte existieren. Darüber hinaus waren aus der
Sequenz keine Anhaltspunkte zu möglichen Funktionen des Proteins abzuleiten, da
keine eindeutigen Motive oder Domänen in der 222 Aminosäuren langen
Peptidsequenz gefunden werden konnten. Ein potentielles Kern-Lokalisationssignal
stand zwar in Einklang mit der beobachteten nukleären Lokalisation, stellte sich aber
in der Mutationsanalyse als nicht relevant für die Lokalisation heraus.
Ein Ansatz, um anhand des Ausfalls von Funktionen auf diese zurückschließen zu
können, war der Versuch, eine Zelllinie zu finden, in der eine PLINP-Expression nicht
nachzuweisen war. Unter Umständen hätte diese Zelllinie bereits einen Phänotyp
aufweisen können, der mit PLINP in Verbindung hätte gebracht werden können. In
allen verwendeten Zelllinien ließ sich aber PLINP-spezifische mRNA nachweisen.
Eine Knock-out-Zelllinie wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht hergestellt, da zum
gegenwärtigen Zeitpunkt nicht klar war, ob mögliche Ergebnisse in einem sinnvollen
Verhältnis zum Aufwand stehen würden: Erstens war unklar, ob die Herstellung einer
Knock-out-Zelllinie überhaupt gelingen würde, da das Protein essentiell sein könnte
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und damit eine Knock-out-Zelllinie nicht lebensfähig wäre. Zweitens war es schwer
zu entscheiden, welche Parameter hätten betrachtet werden sollen, solange sich
mögliche Funktionen von PLINP nicht andeuteten und sich die Virusreplikation nicht
modellieren ließ.
Bei der Expressionsanalyse von PLINP gelang auch die Amplifikation der mRNA
bzw. der cDNA des Homologs von PLINP aus von der Grünen Meerkatze
stammenden CV1-Zellen. Der Mensch und die Meerkatze sind zwei nicht sehr eng
verwandte Primaten-Spezies, dennoch war ein hoher Grad an Homologie zwischen
den beiden DNA- bzw. davon abgeleiteten Peptidsequenzen zu finden. Im Vergleich
dazu war die Ähnlichkeit zu den homologen Proteinen aus Maus und Ratte geringer,
diese wiesen aber unter sich eine hohe Übereinstimmung der Sequenz auf. Im
Vergleich der Sequenzen aus den vier Spezies zeigt sich eine recht gute
Konservierung, mit 92 % der Peptidsequenz zwischen Mensch und Meerkatze, 73 %
zwischen Mensch und Maus und 61 % zwischen Mensch und Ratte. Aus weiteren
Spezies wurden keine Homologe in der Genbank gefunden, was wohl daran liegt,
dass die Genome weiterer Organismen noch nicht so umfassend sequenziert
wurden. Im vollständig sequenzierten Hefegenom fand sich kein Homolog, aber es
bleibt abzuwarten, bzw. wäre möglicherweise mit Hilfe degenerierter Primer zu
prüfen, ob Homologe nicht nur in weiteren Säugetieren, sondern auch in anderen
Vertebraten und vielzelligen Invertebraten zu finden sind. Ebensowenig wie auf DNA-
Ebene fanden sich Homologe in Proteindatenbanken, unabhängig davon, mit
welchem der vier vorliegend PLINP-Homologe die Suche durchgeführt wurde.
Es ist wünschenswert gegen ein Protein, das weiter analysiert werden soll, einen
Antikörper bzw. ein Antiserum zu haben. Zunächst einmal kann man damit die
Expression und Lokalisation des endogenen Proteins bestimmen bzw. bestätigen,
statt nur die Menge der vorhandenen mRNA nachweisen. Darüber hinaus ermöglicht
einem der Nachweis des endogenen Proteins u.a. auch zu überprüfen, ob eine
Änderung von Expressionsniveaus abhängig vom Zellzyklus, von der Expression
anderer Proteine und weiteren Faktoren ist. Nachdem es zunächst nicht gelungen
war, ein polyklonales Kaninchen-Serum gegen PLINP als GST-Fusionsprotein zu
erlangen, wurde der Versuch durch Immunisierung einer Ratte wiederholt. Hier
gelang schließlich die Herstellung eines Antiserums. Nach Mitteilung von H. Will (HPI
Hamburg) ist es ein häufiger beobachtetes Phänomen, dass es nicht gelingt, in
Kaninchen eine Immunantwort gegen Proteine nukleärer Domänen hervorzurufen,
dass es dann aber bei der Immunisierung von Ratten oder Hamstern möglich ist. Da
der Antikörper damit erst zu einem späten Zeitpunkt vorlag, können in dieser Arbeit
nur erste Versuche gezeigt werden, denen zufolge der Antikörper PLINP im Western-
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Blot und in der Immunfluoreszenz erkennt. Dieser Nachweis gelang nicht nur in
Zellen, die mit dem EGFP-PLINP-Konstrukt transfiziert waren, sondern auch in
untransfizierten Zellen. In den untransfizierten Zellen bestätigte sich die Lokalisation
von endogenem PLINP in der nukleären Punktstruktur, die zuvor für das
rekombinante, überexprimierte Protein gezeigt worden war, so dass man annehmen
darf, dass die Ergebnisse der Lokalisation der EGFP-Fusion und Überexpression
keine Artefakte darstellen.
PLINP-Mutanten weisen auf eine Rolle von PLINP in der L2-Lokalisation hin
Da aufgrund theoretischer Analyse keine Anhaltspunkte für funktionelle Bereiche auf
PLINP gefunden wurden und sich nach Mutation des putativen NLS zeigte, dass
diese Sequenz für die Kernlokalisation nicht entscheidend war, wurden
Deletionsmutanten generiert, die die einzigen bislang bekannten Eigenschaften des
Proteins, nämlich die Lokalisation in subnukleären Domänen, sowie die Interaktion
mit L2 kartieren sollten.
Die Zuordnung von Funktionen zu bestimmten Bereichen von PLINP gelang insofern,
als dem N-Terminus (Aminosäurerest 1-65) eine Rolle bei der Lokalisation in das
punktartige Muster zugewiesen werden kann, im Bereich der Aminosäurereste 104-
163 das Kern-Lokalisationssignal liegt und der C-terminale Bereich (Aminosäurereste
163-222) in die Interaktion mit L2 involviert ist. Im Laufe weiterer Studien würden sich
diese Bereiche noch weiter einengen lassen, diese Feinkartierung wurde hier aber
nicht vorgenommen.
Dem Sequenzbereich, der in der in vitro-Interaktion als L2-interagierender Bereich
eingeengt wurde, fehlt das NLS, d.h. die entsprechende Mutante ist nach
Transfektion im Cytoplasma lokalisiert. Die Tatsache, dass L2 bei Koexpression
dennoch in Punkten im Zellkern zu finden ist, muss nicht dahingehend interpretiert
werden, dass der betreffende Bereich von PLINP nicht an der Interaktion beteiligt ist.
Das überexprimierte deletierte Protein könnte zwar einen dominanten Effekt
gegenüber dem endogenen PLINP haben und durch seine veränderte Lokalisation
auch die von L2 beeinflussen, da dies aber nicht zu beobachten ist, kann man zwei
Überlegungen anstellen: Einerseits könnte es sein, dass PLINP nicht einer der
entscheidenden Faktoren ist, die für die Lokalisation von L2 in die nukleären
Domänen verantwortlich sind, andererseits könnte es auch sein, dass ein
Zusammentreffen der beiden Proteine gar nicht erst zustande kommt, wenn die
PLINP-Deletionsmutante nicht in den Zellkern gelangt, oder dass die Interaktion im
Cytoplasma aufgrund der dort vorliegenden Bedingungen keinen Bestand hat. Die
nächst längere Mutante, die neben dem C-Terminus auch den Bereich enthält, der
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gemäß der Analyse das NLS enthalten muss, interagiert in vitro mit L2 und ist nach
Expression in der Zelle im Zellkern lokalisiert. Bei Koexpression mit dieser
Deletionsmutante weist L2 nicht mehr die Punktstruktur im Kern auf, sondern ist
ebenso wie die PLINP-Deletionsmutante homogen im Zellkern verteilt. Dies bestätigt
die Annahme, dass PLINP einen Einfluss auf die Lokalisation von L2 hat: Das
überexprimierte Protein wirkt hier dominant über endogenes PLINP, von dem man
annehmen muss, dass es in den Punktstrukturen lokalisiert ist. Dies würde für die
kürzere, zuvor diskutierte Mutante bedeuten, dass die fehlende Beeinflussung von L2
tatsächlich eher auf der Kompartimentalisierung der beiden Proteine beruht und nicht
darauf, dass die Interaktion von L2 mit PLINP keinen Einfluss auf seine Lokalisation
hätte.
Ein Einfluss von PLINP auf die L2-Lokalisation wird auch durch PLINPNES bestätigt,
das sowohl in nukleären Domänen vorliegt, als auch ins Cytoplasma exportiert wird.
Mit dem cytoplasmatisch lokalisierten Anteil von PLINP findet man auch L2
kolokalisiert. Da PLINPNES aber in den Kern transportiert und dann wieder exportiert
wird, könnte man sich vorstellen, dass die Bindung mit L2 im Kern aufgebaut wird
und die Proteine dann gemeinsam exportiert werden.
Betrachtet man die drei N-terminalen PLINP-Deletionsmutanten, so haben sie
gemeinsam, dass ihnen die im in vitro-Bindungstest identifizierte L2-bindende
Domäne fehlt. Dennoch kolokalisieren zwei der PLINP-Mutanten mit L2 in
subnukleären Domänen. Hieraus ist zu schließen, dass der N-terminale Bereich von
PLINP die Informationen beinhaltet, die notwendig sind, um das Protein in die
Domänen zu bringen. L2 wäre dabei nicht auf die Bindung an das überexprimierte,
mutante PLINP angewiesen, sondern könnte mit Hilfe des endogenen, ebenfalls in
den Punktstrukturen vorhandenen PLINP in die Domänen lokalisiert werden.
Die Interpretation der Lokalisation der kürzesten N-terminalen Mutante ist
schwieriger: Sie findet sich ebenfalls in subnukleären Punktstrukturen, nicht aber in
den selben wie L2. Da sich für L2, wenn es - wie angenommen - durch die
Interaktion mit endogenem PLINP in die Domänen rekrutiert wird, im Vergleich zu
den anderen Deletionsmutanten nichts geändert hat, ist anzunehmen, dass es sich
bei den Punkstrukturen, in denen die PLINP-Mutante zu finden ist, um andere als die
zuvor betrachteten handelt. Dies würde bedeuten, dass dieser kürzeste N-terminale
Sequenzbereich nicht in der Lage wäre, an den für seine Lokalisation
verantwortlichen Bestandteil der ursprünglichen Domänen zu binden. Warum es
dann aber alternative Domänen bilden kann, bleibt damit unbeantwortet. Man könnte
allerdings spekulieren, dass ein normalerweise maskiertes Bindemotiv im Gegensatz
zur nächst längeren Mutante freiliegt und an einen Bestandteil anderer Kerndomänen
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bindet. Auch könnte eine stärkere Bindung an einen Bestandteil der ursprünglichen
Domänen nicht mehr möglich sein, dafür aber eine andere Kerndomäne über ein
schwächeres Bindemotiv gebunden werden, das nomalerweise durch das stärkere
Motiv kompetiert wird. Es ist bekannt, dass sogar einige definierende Bestandteile
von Kerndomäne nicht nur ausschließlich in diesen zu finden sind, sondern unter
bislang noch nicht geklärten Bedingungen auch in andere Domänen wandern. Dies
gilt unter anderem für Coilin (p80), das der definierende Bestandteil der Cajal Bodies
ist, aber auch in Nukleoli gefunden wurde (u.a. Lamond und Earnshaw 1998). PLINP
könnte deshalb in der Regel in den Domänen zu finden sein, in denen auch L2
anzutreffen ist, weil es stark an einenen Bestandteil dieser Domäne bindet und
deshalb dort akkumuliert. Das muss aber nicht bedeuten, dass es nicht auch
Bestandteile anderer Domänen binden kann. Diese Bindung könnte beim
Volllängeprotein zeitlich begrenzt vorliegen, beim Wegfallen des stärkeren
Bindemotivs aber zu einer Akkumulation in den alternativen Domänen führen.
HPV16 L2 und PLINP sind nicht in PODs lokalisiert, aber mit diesen assoziiert
Da BPV1 L2 mit PML ko- und damit in PODs lokalisiert, lag die Vermutung nahe,
dass die punktartigen Domänen, in denen man HPV16 L2 sowie PLINP und PATZ
findet, ebenfalls PODs sind. In den hier verwendeten experimentellen Ansätzen
konnte dies jedoch nicht bestätigt werden. In Proben, in denen L2, PLINP und PATZ
in Punktstrukturen vorlagen, konnte nie eine signifikante Überlappung mit der
Lokalisation von PML gezeigt werden. Wenn HPV16 L2 nicht in PODs nachzuweisen
ist, kann dies daran liegen, dass sich BPV1 L2 und HPV16 L2 unterschiedlich
verhalten, wenn auch als Übereinstimmung die Lokalisation in Kerndomänen zu
sehen ist. Wenn dagegen diese Abweichung bezüglich der Lokalisation abhängig
vom verwendeten Expressionssystem wäre, müsste man sich die Frage stellen, ob
der Eingriff in die Zelle, den jede Überexpression eines rekombinanten Proteins
zwangsläufig darstellt, hier nicht die eigentlichen Abläufe verdeckt. Dann wäre
allerdings die Frage zu stellen, welches Expressionssystem – das Semliki-Forest-
Virus-Expressionssystem oder die für HPV16 L2 gewählte nicht-virale Expression -
eine größere Abweichung von der „natürlichen“ Situation, d.h. der späten Phase der
Papillomvirus-Infektion, darstellt.
Wenn auch im Fall von HPV16 L2 eine Kolokalisation mit PML nicht vorliegt, so
weisen die Daten jedoch darauf hin, dass eine Beziehung zwischen den beiden
Proteinen besteht. Auffällig ist, dass im Fall der HeLa-Zellen, die PML induzierbar
überexprimieren, bei induzierter PML-Expression ein von der in anderen Zellen
vorliegenden Lokalisation abweichendes Bild zu sehen ist: L2 ist hier nicht in
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Punktstrukturen im Kern zu finden, sondern füllt den Kern vollständig aus. Dies wird
kontrastiert durch die Lokalisation in Zellen der gleichen Linie, die nicht induziert
sind, d.h. PML nur über den zellulären PML-Promotor exprimieren: Hier ist L2 in
Kerndomänen zu finden. Der Unterschied liegt hier zunächst nur in der nicht
vorhandenen oder vorhandenen Überexpression von PML. Es ist jedoch unklar,
welche weiteren für die L2-Lokalisation relevanten Folgen diese Überexpression in
der Zelle hat, d.h. ob PML direkt auf L2 einwirkt oder indirekt über weitere Faktoren.
Darüber, wie es dann in PML-überexprimierenden Zellen zu der veränderten
Lokalisation von L2 kommt, kann an dieser Stelle nur spekuliert werden, jedoch ist
die Analyse dieser Frage sicherlich eine interessante Perspektive, die sich aus dem
Befund ergibt.
Im Zusammenhang der veränderten Lokalisation von L2 in PML-überexprimierenden
Zellen wurde überprüft, ob eine Abweichung von der Kolokalisation von L2 mit PLINP
auftritt, was gezeigt hätte, dass sich das Verhalten der Proteine in dieser Zelllinie von
dem in anderen analysierten Zelllinien unterscheidet. Dies ist nicht der Fall, eine
Kolokalisation von L2 und PLINP liegt auch in diesen Zellen vor. Diese Koexpression
bestätigt zusätzlich die nach Analyse der PLINP-Deletionsmutanten formulierte
Annahme, dass PLINP eine Rolle bei der Lokalisation von L2 spielt, wenn sie in der
geeigneten Umgebung - dem Zellkern - aufeinandertreffen. Denn während L2 in den
PML-überexprimierenden Zellen homogen im Kern verteilt ist, findet man es bei
Koexpression mit PLINP auch in diesen Zellen in Punktstrukturen. Man kann diese
unterschiedliche Verteilung im selben Präparat finden, abhängig davon, ob die Zellen
nur mit dem L2-Expressionsvektor transfiziert wurden, oder ob eine Kotransfektion
des PLINP-Expressionsvektors erfolgte. Man kann annehmen, dass das endogene
PLINP in diesen Zellen nicht ausreicht, um L2 in den Punktstrukturen zu lokalisieren,
dass aber nach Überexpression des rekombinanten Proteins ausreichend davon in
den Kerndomänen vorhanden ist. Es könnte auch sein, dass unter dem Einfluss des
überexprimierten PML PLINP aus den Kerndomänen delokalisiert wird und das L2
mit sich zieht. Jedoch könnte man dann annehmen, dass auch das rekombinante
PLINP nicht so eindeutig nur in den Punktstrukturen zu finden wäre. Von den beiden
Möglichkeiten – Zustandekommen der homogenen Kernfärbung von L2 in den
induzierten HeLa-PML++ durch aus den Domänen delokalisierte Faktoren oder durch
Stabilisierung von L2 in diesen Zellen, wodurch sich mehr L2 in den Zellen befände
und den Kern homogen ausfüllen könnte - ist die zweite Möglichkeit leichter zu
überprüfen. Nach ersten Versuchen mittels Western-Blot-Analyse die
Expressionsniveaus in induzierten und nicht induzierten HeLa-PML++ zu vergleichen
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(in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt), konnte ein Unterschied der Proteinmenge
nicht gemessen werden, doch hier sind sicher noch weitere Analysen notwendig.
Im Gegensatz zur Situation in den PML-überexprimierenden HeLa-Zellen, findet man
in Interferon-induzierten HeLa-Zellen, in denen PODs zwar stabilisiert sind, die PML-
Expression aber auf einem physiologischen Niveau liegt, keine homogene L2-
Färbung, sondern die Punktstruktur. Es liegt zwar keine Kolokalisation vor, jedoch
liegen die „L2-Punkte“ und die „PML-Punkte“ unmittelbar benachbart. Man findet
zwar einige L2-Domänen, die kein PML in ihrer unmittelbaren Nähe aufweisen,
umgekehrt gilt jedoch, dass alle PML-Punkte in L2-exprimierenden Zellen mit L2-
Domänen verbunden sind. Diese Assoziation ist nicht nur ein zufälliges
Zusammentreffen von zwei Domänen innerhalb des begrenzten Raums des
Zellkerns, sondern statistisch signifikant. Diese benachbarte Lage von PODs und
Domänen, die Faktoren der HPV-Replikation bzw. für den Zusammenbau der
Virionen wichtige Faktoren enthalten, steht in Einklang mit den Beobachtungen, die
mit HPV 11 gemacht wurden (Swindle et al. 1999). Die Folgerung aus dieser
Lokalisationstudie ist also, dass für HPV 16 nicht die PODs selber, sondern diesen
unmittelbar benachbarte Domänen relevant sind, wie dies auch für andere Viren
gezeigt wurde.
Auch wenn HPV 16 L2 nicht in PODs lokalisiert, muss dies dem Modell von Day et
al. zum Zusammenbau der Virionen nicht widersprechen. Das Modell setzt voraus,
dass durch L2 das virale Genom mit E2 und L1 an einen Ort im Zellkern rekrutiert
werden, wo der Zusammenbau der Virionen erfolgt. Da in das Modell keinerlei POD-
assoziierte Funktionen einfließen, könnte es auch für andere Kerndomänen gelten.
Die Untersuchung zur Lokalisation von PLINP und PML zeigt ebenfalls keine
Kolokalisation, aber auch die Assoziation der beiden Domänen. In den PML-
überexprimierenden Zellen umgeben jeweils mehrere distinkte PLINP-
Punktstrukturen die durch Überexpression sehr großen PML-Körperchen. In den
Interferon-induzierten Zellen findet man wie, bei L2 und PML gesehen, etwa gleich
große Strukturen der beiden Proteine, die benachbart bzw. gering überlappend
vorliegen. Die Assoziation ist jedoch etwas weniger eindeutig als im Fall von L2 und
PML, da es sowohl einzeln liegende PODs als auch PLINP-Körperchen gibt.
Diese Lokalisationsanalysen weisen nicht nur trotz fehlender Kolokalisation auf einen
Zusammenhang von L2 und PML bzw. PLINP und PML hin, man kann indirekt auch
darauf schließen, dass HPV11 L2, das wie HPV16 L2 im Hefe-System mit PLINP
interagiert, ebenfalls in den POD-bernachbarten PLINP-Domänen zu finden ist.
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Natürlich muss für diese Annahme eine direkte Bestätigung erfolgen, wenn ein
HPV11 L2-Expressionskonstrukt nach Codon-Optimierung vorliegt.
Zelluläre Interaktionspartner von PLINP
Mit dem Ziel, Interaktionspartner von PLINP zu finden, die wiederum Hinweise auf
die Funktion dieses Proteins geben könnten, wurden chromatographisch PLINP-
bindende Proteine isoliert, die durch Massenspektroskopie identifiziert werden
sollten. Die Analyse einer ersten Probe wies das darin vorhandene Protein als β-
Aktin aus. Dieses Protein ist jedoch wahrscheinlich durch eine unspezifische Bindung
isoliert worden. Selbst wenn es sich aber um einen spezifischen Interaktionspartner
von PLINP handeln sollte, ist β-Aktin wenig hilfreich, einen Kontext zu definieren, in
dem ein Protein funktionell auftritt. Weitere Proben sind zwar zur Analyse eingereicht
worden, das Ergebnis der Massenspektroskpie lag aber zum Zeitpunkt der
Abfassung der Arbeit noch nicht vor.
PLINP beeinflusst p53-abhängige Transkription in vitro
Aus der Literatur ist bekannt, dass POD-assoziierte Proteine Funktionen in der
Transkriptionsregulation haben, wobei p53 als ein prominentes Protein, das in PODs
lokalisiert, besondere Aufmerksamkeit auf sich zieht. Daraus ergab sich der
Vorschlag, zu untersuchen, ob auch L2 und PLINP eine modulierende Wirkung auf
Transkription ausüben können. Unter möglichen Ansatzpunkten wurde p53-
abhängige Transkription ausgewählt, um eine Verbindung von L2 oder PLINP zur
Transkription zu untersuchen.
Es konnte im in vitro-Transkriptionstest beobachtet werden, dass PLINP einen leicht
aktivierenden Einfluss auf einen synthetischen p53-Konsensus-Promotor hatte,
während L2 keine signifikante Wirkung zeigte. Der Effekt von PLINP war hier nicht
allzu stark, jedoch muss man erwähnen, dass es sich bei dem hier verwendeten
Testsystem um p53-negative Zellen handelte, die mit einem CMV-Promotor-
kontrollierten p53-Expressions-Konstrukt transfiziert wurden. Daher war in diesen
Zellen die Menge an p53 deutlich erhöht gegenüber der p53-Menge in p53-Wildtyp-
Zellen. Man kann deshalb annehmen, dass die Grundaktivierung des Konsensus-
Promotors durch überexprimiertes p53 schon so hoch war, dass eine modulierende
Wirkung z.B. durch PLINP nicht mehr so augenfällig ist, wie sie es in p53-WT-Zellen
wäre. Dementsprechend sollten die in vitro-Transkriptions-Experimente in p53-
Wildtypzellen, z.B. MCF7-Zellen wiederholt werden. Ausserdem ist anzumerken,
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dass in den H1299-Zellen auch endogenes PLINP exprimiert ist, das – wenn dies
eine seiner Funktionen ist – auch in den Ansätzen ohne rekombinantes PLINP schon
zu einer Promotoraktivierung beiträgt.
Obwohl der Effekt auf den p53-Konsensus-Promotor nur gering war, wurde darüber
hinaus auch der Einfluss von PLINP auf drei weitere p53-regulierte Promotoren
untersucht, nämlich die Promotoren des mdm2-Gens, des bax-Gens und des p21-
Gens. Während PLINP keinen Einfluss auf die Aktivität des mdm2- und des p21-
Promotors hatte, konnte man im Test des bax-Promotors mehr als eine Verdopplung
der Aktivität durch PLINP beobachten. Eine weitergehende Analyse bezüglich einer
Verbindung zu p53 sollte also in einen Zusammenhang mit bax angestellt werden.
Eine Hypothese zur Verbindung von PLINP mit dem pro-apoptotischen Protein bax
ist an dieser Stelle ist nur Spekulation. Wenn man aber davon ausgeht, dass PLINP
bei der Expression von bax eine Rolle spielt, würde es zwar nicht direkt als pro-
apoptotisches Protein anzusehen sein, da bax in nicht-apoptotischen Zellen ebenfalls
exprimiert wird und inaktiv vorliegt. Es würde aber durch bax ein Status der Zelle
aufrechterhalten werden, in dem sie responsiv für Apoptose-Stimuli ist. Da dies für
das replizierende Papillomvirus wohl eher von Nachteil ist, wäre noch einmal zu
untersuchen, ob nicht L2 in Verbindung mit PLINP einen negativen Effekt auf die
Transkription von bax hat. Zwar geht dies aus den hier gezeigten Versuchen nicht
hervor, aber wenn das Verhältnis der Proteinmengen von L2 und PLINP relevant ist,
würde das im Versuchansatz mit der Überexpression beider Proteine möglicherweise
nicht reflektiert.
Perspektiven
Aus der vorliegenden Arbeit ergeben sich zahlreiche Ansätze zu weiteren
Untersuchungen:
Zum einen finden sich unter den im Two Hybrid Screening identifizierten potentiellen
Interaktionspartnern weitere Kandidaten, deren experimentelle Analyse in Bezug auf
L2 in dieser Arbeit gar nicht begonnen wurde; hervorgehoben sei an dieser Stelle
Tip60, das mehrfach als unabhängiger Klon im Screening mit HPV 16 L2 gefunden
wurde. Andererseits wurden aber auch die Klone, die in erste experimentelle Schritte
mit eingeschlossen wurden (PATZ, PMSP, α-Mannosidase, TIN-Ag-RP), noch nicht
ausreichend genug analysiert. Schließlich bleiben auch zu PLINP noch viele Fragen
offen, insbesondere insofern, als seine Funktionen für die Zelle und in Bezug auf den
viralen Lebenszyklus noch zu klären sind. Ein Ansatz in diese Richtung sind die
begonnenen Analysen zur Modulation p53-abhängiger Transkription. Eine ebenfalls
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angeschnittene, aber noch offene Frage ist die nach möglichen zellulären
Interaktionspartnern von PLINP, auf die die noch ausstehenden MALDI-Analysen
erste Antworten geben könnten.
Nachdem nun auch ein Antiserum – und in Kürze möglicherweise ein monoklonaler
Antikörper – gegen PLINP vorliegt, sind u.a. Experimente denkbar, in denen das
Expressionsniveau in Zellen untersucht werden kann, z.B. in Hinblick darauf, ob wie
bei PML eine Interferon-Abhängigkeit besteht, ob die Expression von L2 einen
Einfluss auf PLINP hat, oder ob eine Abhängigkeit vom Zellzyklus besteht.
Auf längere Sicht, vor allem unter dem zugrundeliegenden Aspekt der Interaktion
zellulärer Proteine mit dem HPV-Kapsid-Protein L2, sollte in einem geeigneten
System untersucht werden, ob ein Einfluss von PLINP oder den anderen in dieser




Papillomviren umfassen eine heterogene Familie von DNA-Viren, die in einer Viel-
zahl von Vertebratenspezies gefunden wurden. Während die meisten Infektionen mit
diesen Viren inapparent verlaufen, gibt es einige humane Papillomvirus-Typen (HPV)
mit onkogenem Potential. Von besonderer Bedeutung ist dabei die Assoziation mit
dem Zervixkarzinom, der zweithäufigsten Krebsart bei Frauen.
Das Kapsid der Papillomviren ist aus zwei verschiedenen Kapsidproteinen aufge-
baut, dem Haupt-Kapsidprotein L1 in 360 Kopien sowie dem Neben-Kapsidprotein in
12 Kopien. Die Kapsidproteine schützen nicht nur die DNA in der extrazellulären
Phase des Virus und ermöglichen die Bindung des Virus an die Wirtszelle,
insbesondere L2 scheint auch regulatorische Funktionen zu haben (z.B. Interaktion
mit dem viralen Nicht-Struktur-Protein E2). L2 spielt möglicherweise eine
entscheidende Rolle bei der DNA-Verpackung und der Reifung infektiöser Virionen.
Das Ziel der hier vorgelegten Arbeit war, zelluläre Interaktionspartner des Neben-
Kapsidproteins L2 zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurde eine cDNA-Bibliothek
aus humanen Keratinozyten mittels des Yeast Two Hybrid-Verfahrens nach
Interaktionspartnern von HPV 11 L2 durchsucht. Auf diese Weise gefundene
potentielle Interaktionspartner wurden - ebenso wie bei Beginn der Arbeit bereits
bekannte mögliche Interaktionspartner von HPV 16 L2 - auf eine Wechselwirkung mit
den L2-Proteinen anderer HPV-Typen untersucht (HPV 1 L2 und HPV 16 L2 bzw.
HPV 11 L2). Proteine, die dabei mit mehr als einem L2-Protein interagierten, wurden
auf die Bindung von HPV 16 L2 in vitro getestet und ihre subzelluläre Lokalisation in
An- und Abwesenheit von L2 analysiert. Ein mit L2 in punktartigen Kerndomänen
kolokalisierendes Protein, in Folge dieser Arbeit als PLINP (Papillomvirus L2
interagierendes nukleäres Protein) genannt wurde, wurde u.a. durch die Herstellung
von Deletionsmutanten eingehender untersucht. Es konnte so die L2-bindende
Domäne sowie der für die Lokalisation in Kerndomänen verantwortliche Bereich
eingegrenzt werden.
Da für BPV 1 L2 eine Lokalisation in PODs, einer ebenfalls in einem Punktmuster
vorliegenden Kerndomäne, beschrieben war, wurde die Lokalisation von L2 und
PLINP im Verhältnis zu PODs untersucht. Eine Assoziation dieser beiden Proteine
mit PODs scheint zwar vorzuliegen, nicht aber eine ausgeprägte Kolokalisation wie
zuvor für BPV 1 L2 beschrieben.
In einem in vitro-Transkriptions-Test konnte ein aktivierender Einfluss von PLINP auf
den p53-abhängigen Promotor von bax gezeigt werden, was auf eine mögliche
Funktion von PLINP als transkriptioneller Kofaktor hinweist.
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